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1. Einleitung   1
1 Einleitung 
1.1 Das Immunsystem 
Die Aufgabe des menschlichen Immunsystems ist die Erkennung und Bekämpfung in 
den Körper eingedrungener Mikroorganismen oder körpereigener Tumorzellen. Dazu 
verfügt der Organismus über zwei verschiedene Abwehrsysteme, die angeborene und 
die erworbene Abwehr. Beide Systeme bieten dem menschlichen Körper einen 
sicheren Schutz vor den verschiedensten Infektionen (I. M. Roitt, J. Brostoff, D. K. 
Male: Kurzes Lehrbuch der Immunologie; H. Brandis, G. Pulverer: Lehrbuch der 
Medizinischen Mikrobiologie; L. C. Junqueira, J. Carneiro: Histologie). 
Dringen Mikroorganismen erstmalig in den Körper ein, werden sie zunächst mit 
Komponenten der angeborenen Immunität konfrontiert. Zu den wichtigsten 
Bestandteilen gehören hierbei als lösliche Faktoren das Lysozym, das Komplement-
System und Akute-Phase-Proteine (CRP, Interferone), sowie als zelluläre Faktoren 
Natürliche-Killer-Zellen und die Phagozyten (polymorphkernige Granulozyten, 
Monozyten/Makrophagen). Die Entwicklung und die Funktionen dieser Phagozyten 
werden im folgenden eingehender betrachtet.  
Im Knochenmark erfolgt die Differenzierung der polymorphkernigen Granulozyten 
(PNG) und der Monozyten/Makrophagen aus verschiedenen Stammzellen. Die 
polymorphkernigen Granulozyten entwickeln sich aus den Granulozyten-Stammzellen 
(Myeloblasten), die Monozyten/Makrophagen (mononukleäres-phagozytäres-System: 
MPS) aus den Promonozyten.  
Aus den Promonozyten entwickeln sich die Monozyten, die das Knochenmark 
verlassen und in die Blutbahn gelangen. Dort verbleiben sie nur ca. 2 Tage. Sie 
wandern aus der Blutbahn amöboid durch die Kapillarwände in das Gewebe. Je nach 
Gewebetyp differenzieren sie sich zu Histiozyten und Makrophagen im lockeren 
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Bindegewebe, Sinusendothelzellen in Milz, Lymphknoten und Knochenmark, 
Kupffer-Sternzellen in der Leber, intraglomerulärem Mesangium in den Nieren, 
Alveolarmakrophagen in den Lungen, Peritonealmakrophagen in der Abdominalhöhle, 
Mikrogliazellen im Gehirn oder Osteoklasten im Knochen. Die Aufgabe des MPS ist 
vor allem die Abwehr intrazellulärer Mikroorganismen wie Bakterien, Viren oder 
Protozoen. Auf der Oberfläche der Zellen des MPS finden sich HLA-Antigene 
(Human leukocyte antigen) der Klasse I (A-, B-, und C-Region) und der Klasse II (D-
Region), die eine wichtige Rolle bei der Immunregulation spielen, indem sie bei der 
Unterscheidung zwischen körpereigenen und körperfremden Antigenen mitwirken. So 
werden Fremdpeptide in der Nische der HLA-Antigene der Klasse II den T-
Lymphozyten (T4-Helferzellen) präsentiert, die ihrerseits daraufhin die Proliferation 
und Differenzierung von B-Lymphozyten in Antikörper sezernierende Plasmazellen 
stimulieren. Dagegen werden Fremdpeptide, insbesondere Virusproteine, die in der 
Tasche der HLA-Antigene der Klasse I präsentiert werden, von zytotoxischen T-
Zellen erkannt. Diese T-Lymphozyten zerstören dann die exprimierenden und 
virusinfizierten Zellen, bevor es zu einer Virusvermehrung kommt (Zytotoxizität). Der 
HLA-Komplex, oder MHC-Komplex (Major-Histocompatibility-Complex) ist beim 
Menschen auf dem kurzen Arm des Chromosom 6 lokalisiert. Die Genprodukte 
(Glykoproteine) oder HLA-Antigene weisen eine hohe Variabilität aufgrund der 
zahlreichen Allele der Genorte auf, so dass sie für den jeweiligen Menschen typisch 
sind. 
Aus den Myeloblasten entwickeln sich im Knochenmark über die Stufen der 
Promyelozyten, Myelozyten und Metamyelozyten die Granulozyten. Sie machen einen 
Anteil von 60 - 70% aller zirkulierenden Leukozyten in der Blutbahn aus, wobei ihre 
Lebensdauer dort nur wenige Stunden (Halbwertszeit: 7,5 Stunden) beträgt. Der 
Großteil der Granulozyten befindet sich als Reserve im Knochenmark, welche bei 
einer Infektion ins Blut abgegeben werden kann. Je nach ihrer histologischen 
Anfärbbarkeit unterscheidet man neutrophile, basophile und eosinophile 
Granulozyten. 
Neutrophile Granulozyten stellen 90% aller zirkulierenden Granlozyten. Sie besitzen 
drei verschiedene Typen Granula. Die primären oder azurophilen Granula sind 
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Lysosomen, die Myeloperoxidase, Lysozym und kationische Proteine enthalten. Die 
sekundären oder spezifischen Granula enthalten Laktoferrin, Lysozym und ein 
Vitamin B12-bindendes Protein. Die Dritte Art Granula ist Lysosomen-ähnlich und 
enthält saure Hydrolasen. Den neutrophilen Granulozyten kommt eine wichtige 
Bedeutung bei der Abwehr extrazellulärer Mikroorganismen zu. Da sie sowohl zur 
aeroben wie auch zur anaeroben Glykolyse fähig sind, können sie auch in entzündeten, 
sauerstoffarmen Gewebe überleben und dort bereits nekrotisches Gewebe abräumen.  
Eosinophile Granulozyten sind mit einem Anteil von 2 - 4% aller Leukozyten im Blut 
eines Nichtallergikers vertreten. Sie sind, ebenso wie die neutrophilen Granulozyten, 
zur Phagozytose befähigt. Ihre Aufgabe besteht in der Bekämpfung von 
Wurminfektionen und in der Dämpfung von Entzündungsreaktionen. 
Die Zahl der basophile Granulozyten beträgt weniger als ein Prozent aller Leukozyten 
im Blut. Ihre Granula enthalten Histamin, Heparin und Leukotriene. Sie besitzen eine 
Mediatorfunktion bei Entzündungen und allergischen Reaktionen, da sie durch 
Degranulation ihre Inhaltsstoffe in die Umgebung freisetzten und Symptome wie 
Schwellung, Ödeme und Juckreiz auslösen können. Das freigesetzte Histamin wirkt 
über Histamin H1- und H2- Rezeptoren und verursacht so unter anderem 
Darmkontraktionen, Dilatationen kleinerer Gefäße (Hautrötung) und Koronargefäße, 
Permeabilitätsstörungen an Kapillaren und Venolen, Schmerzen und Juckreiz durch 
Wirkung auf sensible Nervenendigungen und eine Katecholaminausschüttung aus dem 
Nebennierenmark. Leukotriene bewirken insbesondere eine starke Konstriktion der 
Bronchialmuskulatur. Verantwortlich für die Degranulation sind meist an IgE 
kreuzvernetzte Antigene, die an den Fc-Rezeptor für IgE der Basophilen gebunden 
werden.  
1.1.1 Phagozytose und intrazelluläre Keimabtötung 
1.1.1.1 Adhäsion an das Endothel 
Die Fähigkeit der Leukozyten im Körper zu zirkulieren und das Gefäßsystem zu 
verlassen, erlaubt eine effiziente Kontrolle von Krankheitserregern im Gewebe und 
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eine rasche Akkumulation der Leukozyten im entzündeten oder infizierten Gewebe. 
Granulozyten und Monozyten verlassen das Gefäßsystem als Reaktion auf molekulare 
Veränderungen auf der Oberfläche der Blutgefäße, welche ihnen einen Schaden oder 
eine Infektion signalisieren (Yan et al.,  1997). Dabei können sie im Gegensatz zu den 
Lymphozyten nicht in das Blut rezirkulieren. Welche Leukozytenart in das Gewebe 
immigriert, entscheidet die Art des inflammatorischen Signals (Hynes, 1992; Springer 
1994). Die jeweiligen Signalmoleküle, die zur Immigration der verschiedenen 
Leukozytenpopulationen in das entzündete Gewebe führt, werden von den 
Endothelzellen der Gefäße exprimiert.  
In der Frühphase der Adhäsion von Leukozyten an Endothelzellen spielen die 
Selektine eine wesentliche Rolle. Sie vermitteln den fließenden Leukozyten eine 
Annäherung bzw. eine Bindung zur Endothelzelle über labile Bindungen, welche den 
Leukozyten erlauben, in der Flussrichtung des Blutes über das Endothel zu rollen 
(Lawrence et al., 1991; Ley et al., 1991; Von Andrian et al., 1991; Mayadas et al., 
1993). Für die frühe neutrophile Adhärenz ist insbesondere das P-Selektin 
verantwortlich, welches aus intrazellulären Speichern der Endothelzellen als Antwort 
auf Mediatoren der akuten Entzündung, wie zum Beispiel Thrombin oder Histamin, 
auf die Oberfläche des Endothelzellen mobilisiert wird (Wagner et al., 1991). Das P-
Selektin bindet an das Muzin-ähnliche Molekül P-Selektin-Glykoproteid-Ligand 
(PSGL-1) der Granuloztyen (Lasky, 1992). Während des Rollens der Granulozyten 
über die Endothelzellen aktivieren Chemoattraktoren die Adhäsionsfähigkeit der 
Integrine. Chemoattraktoren entstehen im entzündeten Gewebe und bestimmen 
wesentlich die Wanderungsrichtung der Granulozyten nach Verlassen der Gefäße. Die 
Zellen können sich in diesem Chemotaxis genannten Vorgang in Richtung der höheren 
Konzentration eines Chemoattraktors bewegen. Zu den wichtigsten Chemoattraktoren 
gehören typischerweise Moleküle mit guten Diffusionseigenschaften, wie N-
Formylpeptide, das C5a, das Leukotrien B4, der „Plateled-activating-factor“ (PAF) 
und das Interleukin 8 (Schall et al., 1990; Oppenheim et al., 1991; Miller et al., 1992; 
Kuna et al., 1993; Tanaka et al., 1993). Rezeptoren für N-Formylpeptid, den PAF und 
das C5a werden von Monozyten und neutrophilen Granulozyten exprimiert, 
Rezeptoren für das Interleukin 8 nur von den neutrophilen Granulozyten. Während die 
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Chemoattraktoren beim Eintritt in die Blutbahn schnell in ihrer Konzentration 
vermindert werden, führt das Rollen der Granulozyten über das Endothel zu einem 
verlängerten und verstärkten Einfluss der Chemoattraktoren auf die Rezeptoren der 
Granulozyten (Springer, 1994). 
Bei der endgültigen Adhäsion der neutrophilen Granulozyten an das Endothel sind die 
ß2-Integrine von entscheidender Bedeutung (Springer, 1990; Hynes et al., 1992; 
Etzioni, 1998). Der wichtigste Rezeptor für die ß2-Integrine im Sinne der Adhäsion auf 
den Endothelzellen ist das interzelluläre Adhäsionsmolekül 1 (ICAM-1), welches von 
Endothelzellen exprimiert wird, die zur Transkription durch den Tumornekrosefaktor 
α, das Interferon γ, die Interleukine 1 und 6, das Thrombin, GM-CSF 
(Granulozyten/Makrophagen-Colony-Stimulating-factor), Estradiol, Lipopolysaccha-
ride, mechanischer Stress, ultraviolette Strahlen und H2O2. angeregt werden. Normale 
ruhende Endothelzellen exprimieren kein ICAM-1. Die Adhäsion granulozytärer ß2-
Integrine an das ICAM-1 führt zu einer festen Bindung der neutrophilen Granulozyten 
an das Endothel, und zu einer Migration der neutrophilen Granulozyten aus der 
Blutbahn ins Gewebe (Staunton et al., 1990; Springer, 1994; Van de Stolpe et al., 
1996). 
1.1.1.2 Transmigration in das Gewebe 
Nach der stabilen Adhäsion der neutrophilen Granulozyten an die Gefäßseite der 
Endothelzellen, richten sich die Granulozyten auf die Stellen aus, an denen sie das 
Endothel durchwandern wollen, nämlich den interzellulären Verbindungen der 
Endothelzellen („tight junctions“). Nach der Adhäsion im Bereich der interzellulären 
Grenzen der Endothelzellen bilden die neutrophilen Granulozyten Zellfortsätze 
(Pseudopodien) aus, die sich zwischen die Endothelzellen vorschieben. Die 
entscheidende Rolle bei diesen Schritten der Transmigration scheint das „plateled 
endotelial cells adhesion melecule-1“ (PECAM-1) zu spielen (Bianchi et al., 1997). 
Die PECAM-1 adhärierenden Endothelzellen verschließen den gefäßlumenwärts 
gelegenen interzellulären Spalt wie ein Reißverschluß. Die Granulozyten exprimieren 
ebenfalls PECAM-1-Moleküle auf ihren Pseudopodien, lösen die PECAM-1-
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Verbindungen der Endothelzellen und ersetzen jedem PECAM-1-Molekül der 
Endothelzellen durch die granulozytären PECAM-1-Moleküle ihren Bindungspartner 
(Muller et al., 1993, 1995). So schiebt sich die Pseudopodie des Granulozyten langsam 
in den interzellulären Spalt ohne die Dichtigkeit des Spaltes wesentlich zu 
beeinträchtigen (Anderson et al., 1995). Ein Konzentrationsgefälle der endothelialen 
PECAM-1-Moleküle ermöglicht dabei eine gerichtete Bewegung der Granulozyten im 
Sinne einer Haptotaxis (Muller et al., 1995). Am Ende des interzellulären Spaltes 
erwartet die Granulozyten die endotheliale Basalmembran und das darunter liegende 
Bindegewebe. Dieses dreidimensionale Netzwerk aus Glykoproteinen und 
Glykosaminoglykanen enthaltenden Proteinen wird durch eine Vielzahl von 
proteolytischen Systemen der neutrophilen Granulozyten degradiert (Bianchi et al., 
1997). 
1.1.1.3 Phagozytose von Mikroorganismen 
Bereits 1974 konnten Griffin et al. zeigen, dass aktivierte Granulozyten nur Partikel 
phagozytieren, die die Phagozytose initiieren. So wurden an die Phagozytenmembran 
gebundene opsonierte Bakterien phagozytiert, ebenfalls an die Phagozytenmembran 
gebundene Erythrozyten jedoch nicht. Andererseits konnte durch eine Blockade der 
Opsonine auf den Mikroorganismen oder der Opsonin-Rezeptoren auf den 
Makrophagen die Phagozytose verhindert werden (Griffin et al., 1975). Daraus ergibt 
sich der Schluss, dass von Phagozyten gebundene Partikel durch ihre Bindung über 
spezifische Rezeptoren ihre Rezeptoren selbst initiieren (Swanson et al., 1995). Es 
sind verschiedene Rezeptormoleküle der Granulozyten bekannt, die die Phagozytose 
auslösen können. So können die neutrophilen Granulozyten über ihre Fc-Rezeptoren 
Fc-Fragmente von spezifisch an Fremdpartikel gebundenen Antikörpern binden 
(Greenberg et al., 1993; Ravetch, 1994). Diese Fc-Rezeptor-vermittelte Phagozytose 
spielt insbesondere eine Rolle in der späten Phase von primären Infektionen, sowie bei 
Reinfektionen. Dies erklärt sich daraus, dass opsonierende Antikörper bei einer akuten 
Infektion erst nach mehreren Tage nachweisbar sind (Greenberg et al., 1993, 1995; 
Ravetch, 1994). Eine weitere Möglichkeit zur Opsonierung wird durch das 
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Komplementsystem vermittelt (Brown et al., 1991; Greenberg et al., 1993, 1995). Die 
mikrobiellen Oberflächen aktivieren den alternativen Weg des Komplementsystems 
und werden infolge der aktivierten Komplementkaskade insbesondere mit der 
Komplementkomponente iC3b beladen. Dieser Mechanismus kommt in ähnlicher 
Form auch bei der klassischen Komplementaktivierung zustande. Dabei wird die 
Komplementkaskade durch spezifische Antikörper, welche an die Mikroorganismen 
binden, aktiviert. So wird also die Antikörper-vermittelte Opsonierung durch eine 
zweite, Komplement-vermittelte Komponente, verstärkt (Brown et al., 1991; 
Greenberg et al., 1993). Der wesentliche granulozytäre Rezeptor für mikrobiell 
gebundenes iC3b ist der Komplementrezeptor CR 3 (ß2-Integrin) (Beller et al., 1982; 
Wriht et al., 1983; Mosser et al., 1992; Diamond et al., 1993). Nach der Bindung von 
Mikroorganismen durch die ß2-Integrine bilden sich granulozytäre Pseudopodien, die 
den Mikroorganismus langsam umschließen („Zippering“). Es kommt zu einer 
Verschmelzung der Pseudopodienmembranen nach umschließen des Mikroorganismus 
und so zur Bildung des primären Phagosoms (Griffin et al., 1976). Das durch das 
aktive Hineinstülpen der granulozytären Plasmamembran entstandene Phagosom 
besteht aus dem internalisierten Plasmamembran-Anteil, welcher den phagozytierten 
Mikroorganismus umschließt. Die folgende Reifung eines Phagosoms zu einem 
Phagolysosom ist ein sehr komplexer Vorgang. So genannte frühe Endosomen, 
dynamische tubulovesikuläre Strukturen, tauschen mit dem Phagosom 
membrangebundene und lösliche Komponenten aus. Die frühen Endosomen reifen 
durch Austausch ihrer Komponenten mit anderen Endosomen, dem Golgi-Apparat und 
der Plasmamembran zu primären Lysosomen, die letztendlich mit dem Phagosom 
verschmelzen, und das Phagolysosom bilden. Erst dieses Phagolysosom kann dann mit 
durch weitere Austauschprozesse vollständig ausgereiften Endosomen, den 
sogenannten späten Endosomen oder sekundären Lysosomen, verschmelzen (Aggeler 
et al., 1982; Mayorga et al., 1991; Pitt et al., 1992; Berón et al., 1995).  
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1.1.1.4 Intrazelluläre Keimabtötung 
Die PNG verfügen grundsätzlich über zwei Mechanismen zur Abtötung phagozytierter 
Mikroorganismen, einen sauerstoffabhängigen und einen sauerstoffunabhängigen. Im 
sauerstoffabhängigen Weg kommt es mit Eindringen des Erregers zu einer starken 
Aktivitätszunahme im Pentosephosphatzyklus, wodurch in größeren Mengen NADPH 
gebildet wird. Dieses NADPH wird zur Reduzierung molekularen Sauerstoffs an 
membranständigen Zytochromen (respiratory burst) benötigt.  
 
Aus diesem Sauerstoff entstehen im Verlauf der Reaktion von Sauerstoff zu Wasser 
weitere bakterizide Zwischenprodukte wie Superoxidanionen (O2-), monomolekularer 
Sauerstoff (1O2), Wasserstoffperoxid (H2O2) und Hydroxylradikale (·OH). Das H2O2-
Myeloperoxidase-System bietet ein zusätzliches wirksames mikrobizides System. 
Zu den sauerstoffunabhängigen Mechanismen zählen neben dem im Phagolysosom 
herrschenden niedrigen pH-Wert das Lysozym und das eisenbindende Laktoferrin, das 
den wachsenden Bakterien Eisen entzieht. Außerdem sorgen eine Reihe kationischer 
Proteine für eine Schädigung der mikrobiellen Membranen. Zu ihnen zählen das 
Kathepsin G (neutrale Protease), niedrigmolekulare Defensine, hochmolekulare 
Proteine und bakterizide permeabilitätssteigernde Proteine. Durch den Verbrauch von 
Wasserstoffionen bei der Dismutation von Superoxidanionen steigt der intrazelluläre 
pH-Wert an, so dass die kationischen Proteine optimale Bedingungen vorfinden. 
Die abgetöteten Mikroorganismen werden letztlich durch eine Vielzahl hydrolytischer 
Enzyme verdaut und aus der Zelle ausgeschieden. 
Die Polymorphkernigen Granulozyten sind Endzellen und können nicht in die 
Blutbahn rezirkulieren. Sie haben nur eine kurze Lebenszeit von wenigen Stunden. 
Nach der Phagozytose und der intrazellulären Keimabtötung tritt bei ihnen durch eine 
irreversible Schädigung der Zellfunktionen der Zelltod ein. Als Ergebnis der 
Auseinandersetzung zwischen den PNG und den eingedrungenen Mikroorganismen 
wird eine Eiterbildung sichtbar. 
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1.2 Exophiala dermatitidis 
1.2.1 Taxonomie 
Die Schwierigkeiten bei der Einteilung der Hefen ist darin begründet, dass die 
imperfekten Pilze aufgrund der bei ihnen beobachteten Kanidiogenese in 
verschiedenen Formgattungen eingeordnet werden. Die pleoanamorphen Hefen zeigen 
aber in Abhängigkeit von verschiedenen Umwelteinflüssen, z.B. von der Temperatur 
oder vom pH-Wert, unterschiedliche Formen der Kanidiogenese. So war die 
taxonomische Position der schwarzen Hefe Exophiala dermatitidis lange Zeit unklar. 
Aufgrund ihres vielgestaltigen (pleomorphen) Lebenszyklusses wurden ihr im Laufe 
der Zeit verschiedene Benennungen zugeteilt. So beschrieb Kano 1934 den Stamm 
CBS (Centraalbureau voor Schimmelcultures Netherlands) 207.35 als Hormiscium 
dermatitidis. Später wurde dieser von Carrion als Fonsecaea dermatitidis (1950), von 
Conant als Hormodendrum dermatitidis (1953) und von von Emmons als Phialophora 
dermatitidis (1963) bezeichnet. Schol-Schwarz fasste 1968 die Stämme CBS 158.58 
und CBS 207.35 als Rhinocladiella monsonii (CASTELLANI) SCHOL-SCHWARZ 
zusammen. Als korrespondierende teleomorphe Form beschrieb sie Dictyotrichiella 
mansonii SCHOL-SCHWARZ. Diese beiden letztgenannten Stämme teilte deHoog 1977 
aufgrund ihrer annelidischen Konidiogenese den Arten Exophiala mansonii und 
Exophiala dermatitidis zu. McGinnis führte ebenfalls 1977 die neue Gattung 
Wangiella für den Stamm CBS 207.35 ein, da die von ihm beobachtete Konidiogenese 
(annelidisch ohne erkennbare Kollarett-Bildung) keiner der bis dahin beschriebenen 
anamorphen Gattungen zuzuordnen war.  
Phylogenetische Analysen der nukleären rDNA der kleinen rRNA-Untereinheiten von 
verschiedenen schwarzen Hefen konnten verwandschaftliche Beziehungen klären. So 
zeigte sich beispielsweise eine enge Beziehung zwischen Exophiala dermatitidis und 
Sarcinomyces phaeomuriformis  (Haase et al., 1995,1999). 
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1.2.2 Vorkommen 
Exophiala dermatitidis wurde vielfach sowohl aus der Umwelt wie auch bei Tieren 
und Menschen identifiziert. Histopathologisch lassen sich bei einer Infektion mit E. 
dermatitidis dunkel pigmentierte Hyphen und/oder Hefezellen im Gewebe 
nachweisen, wofür Ajello et al. 1984 den Begriff der Phaeohyphomykose prägten. Bei 
der durch andere sogenannte schwarze Hefen, wie z.B. Phialophora- oder 
Cladosporiumarten, verursachte Chromoblastomykose (früher Chromomykose) findet 
man dagegen eine warzenförmige Hautveränderung mit dem histopathologischen Bild 
von muriformen Zellen. 
1.2.2.1 Umweltisolate 
Bei einer Untersuchung von Pflanzen-, Holz- und Erdproben in Virginia, USA konnte 
E. dermatitidis sowie eine Reihe weiterer schwarzer Hefen nachgewiesen werden 
(Dixon et al., 1980). 
In einer Futter- und Samenhandlung in den USA wurde bei der Analyse von Luft- und 
Bodenproben ebenfalls E. dermatitidis gefunden (Espinel-Ingroff et al., 1982). 
Weiterhin konnte E. dermatitidis bei der Untersuchung von Erdproben aus dem 
brasilianischen Regenwald (Mok et al., 1984) , sowie in Japan bei Untersuchungen 
eines Befeuchters (Nishimura et al., 1982) und von Bade- und Abwässern entdeckt 
werden (Nishimura et al., 1987). 
Auch aus Lebensmitteln wurde E. dermatitidis schon isoliert. So konnte Kazanas den 
Keim 1986 auf genießbaren Pilzen nachweisen. 
1.2.2.2 Isolate von Tieren 
Auch von Tieren konnte E. dermatitidis bereits isoliert werden. So konnten Reiss et al. 
1979 den Pilz in den Organen von Fledermäusen in Brasilien nachweisen. Außerdem 
wurden sie auf Kröten gefunden (Frank et al., 1970). 
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1.2.2.3 Oberflächliche Infektionen beim Menschen 
Die erste Isolation von E. dermatitidis (dabei als Hormiscium dermatitidis bezeichnet) 
gelang 1934 Kano aus einer Läsion an der Wange einer sonst gesunden 28-jährigen 
Japanerin. Die Infektion wurde mit Röntgenbestrahlungen, einer Teer-Schwefel-Zink-
Salbe und UV-Licht weitgehend erfolgreich behandelt. 
In den folgenden Jahren wurden insbesondere im asiatischen Raum einige weitere 
Erkrankungen mit E. dermatitidis beschrieben (Watanaba et al. 1961, Hori et al. 1966, 
Urabe et al. 1969, Fujiwara et al. 1972, Watanaba et al., 1976, Matsuzaki et al., 1977, 
Maheswari et al., 1980, Fukushiro et al., 1983 (alle zitiert nach Matsumoto et al., 
1993), Greer et al., 1979, Hohl et al., 1983, Scott et al., 1986). 
Bei der ersten Infektion mit E. dermatitidis, die in den USA bekannt wurde, handelte 
es sich um eine subcutane cystisch-ulzerierende Hauterkrankung am Knie bei einem 
67-jährigen Arbeiter aus South Carolina. Der Patient litt zudem an einem Diabetes 
mellitus und an einer degenerativen Gelenkerkrankung, weswegen er seit mehreren 
Jahren unter anderem Steroide eingenommen hatte. Unter der Therapie mit 
Amphotericin B konnte jedoch keine Besserung des Befundes erziehlt werden. Der 
Patient verstarb 93 Tage nach Aufnahme ins Medical University Hospital Charleston, 
South Carolina, an einer fulminant verlaufenden E. coli-Pneumonie (Hohl et al., 
1983). 
Im Gegensatz dazu handelte es sich bei den in Asien bekannt gewordenen Fällen 
meistens nicht um Patienten mit einer immunsuppressiven Erkrankung oder Therapie.  
Dixon et al. fanden 1984 auf Korneatransplantaten von 47 Organspendern einen Befall 
mit E. dermatitidis. Bei keinem der Patienten war zuvor eine Augenerkrankung 
bekannt gewesen, ein Teil der Patienten litten dagegen unter einem Diabetes mellitus.  
1992 wurde bei einer 51-jährigen Japanerin erstmals eine Nagelmykose durch E. 
dermatitidis nachgewiesen. Die Patientin konnte erfolgreich mit einer Bifonazol-
Lösung therapiert werden (Matsumoto et al., 1992). Eine weitere Nagelmykose wurde 
von deHoog et al. 1994 beschrieben. 
In Frankreich fand man eine Beteiligung von E. dermatitidis an Pilzinfektionen der 
Nasennebenhöhlen (Barale et al., 1992). Ein britischer Patient mit einer langjährigen 
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Rheumatoiden Arthritis entwickelte nach einer intraartikulären Steroidinjektion dunkel 
pigmentierte Knötchen am rechten Handrücken. Als Erreger dieser Infektion wurde E. 
dermatitidis identifiziert. Der Patient konnte durch eine chirurgische Exzisionstherapie 
und einer medikamentösen Therapie mit Itraconazol geheilt werden (Woolons et al., 
1996). 
1.2.2.4 Systemische Infektionen beim Menschen 
Im Gegensatz zu den oberflächlichen Infektionen können viscerale Infektionen durch 
E. dermatitidis sehr gefährlich sein. Der Ausgang einer visceralen Infektion ist 
besonders bei Beteiligung des Zentralen Nervensystems (ZNS) oft letal. 
1984 gelangen Nishimura & Miyaji der Nachweis des Neurotropismus für E. 
dermatitidis. Nach intravenöser Injektion des Pilzes in die Blutbahn von Mäusen 
wurden die verschiedenen Organe der Mäuse histopathologisch untersucht. Dabei 
ergab sich ein bevorzugter Befall des Zentralen Nervensystems. Andere betroffene 
Organe waren die Lunge, die Milz, die Nieren und die Leber. 
Auch beim Menschen ist eine ZNS-Beteiligung bei einer systemischen Infektion mit 
E. dermatitidis beschrieben worden.  
Bei einem 24-jährigen Japaner wurde eine systemische Phaeohyphomykose mit Befall 
von Lymphknoten, Pankreas, Duodenum und ZNS festgestellt. 
Computertomographische Untersuchungen zeigten mehrere pflaumengroße Abszesse 
des Gehirns. Der Patient verstarb ein Jahr später. In Japan sind weitere neun Fälle von 
systemischer Phaeohyphomykose bekannt geworden. Bei allen Patienten fand man 
Absiedlungen des Pilzes in Lunge, Leber, Lymphknoten, im Magen-Darm-Trakt und 
im ZNS (Hiruma et al., 1993). 
Auch außerhalb Japans wurden ZNS-Infektionen mit E. dermatitidis beobachtet. 
Ajanee et al. beschrieben 1996 einen durch E. dermatitidis verursachten Gehirnabszeß 
bei einem Patienten in Pakistan. Bei einem Patienten aus den USA mit einer 
autosomal-rezessiven chronisch-granulomatösen Erkrankung kam es zu einem Befall 
von Lunge und ZNS. Die Infektion konnte erfolgreich mit Amphotericin B, 
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Flucytosin, Ketoconazol, Fluconazol und der chirurgischen Resektion des betroffenen 
Lungenabschnittes behandelt werden (Kenney et al., 1992). 
Ein Befall der Lungen mit E. dermatitidis ist besonders häufig bei Patienten mit einer 
Cystischen Fibrose beobachtet worden. So konnten Haase et al. 1990 und 1991 im 
Sputum von CF-Patienten E. dermatitidis nachweisen. Auch bei einem 6-jährigen, an 
Cystischer Fibrose erkrankten Mädchen, das die Symptome einer Pilzpneumonie 
zeigte, konnte als Erreger neben Candida albicans und Aspergillus fumigatus E. 
dermatitidis isoliert werden. Unter der Therapie mit Amphotericin B, Flucytosin und 
Itraconazol wurde eine Eradikation von E. dermatitidis und damit eine deutliche 
klinische Besserung erreicht (Kusenbach et al., 1992). 
An der Universitätsklinik in Dresden wurden ebenfalls bei 8 von 51 Patienten mit 
Cystischer Fibrose E. dermatitidis im Sputum nachgewiesen. Die Therapie mit 
Itraconazol über vier bis sieben Monate führte hier jedoch nicht zu einer vollständigen 
Elimination des Pilzes aus dem Respirationstrakt (Blaschke-Hellmessen et al., 1994). 
E. dermatitidis konnte außerdem bei Katheterinfektionen gefunden werden (Kabel et 
al., 1994, Simpson & Nightingale, 1995). So konnte bei einem 1 1/2-jährigen Kind mit 
Verbrennungen der Haut der Keim wiederholt aus Katheterblutkulturen isoliert werden 
(Moissenet et al., 1995). Als weitere Katheterassoziierte Infektion mit E. dermatitidis 
wurde der Fall eines mit dem HI-Virus infizierten Kindes beschrieben. Das Kind 
konnte durch das Entfernen des Katheters und einer medikamentösen antimykotischen 
Therapie erfolgreich behandelt werden (Nachmann et al., 1996). 
Über einen weiteren systemischen Befall mit E. dermatitidis berichten Blaschke-
Hellmessen et al. 1994 bei einem 3 1/2-jährigen Jungen mit Akuter Lymphatischer 
Leukämie. Der Pilz konnte während einer septikämischen Phase achtmal aus dem Blut 
des Kindes isoliert werden. Der Junge wurde über drei Wochen erfolgreich mit 
Amphotericin B und 5-Fluorocytosin behandelt. 
E. dermatitidis konnte weiterhin als Erreger einer Endokarditis bei Drogenabhänigen 
(Vartian et al., 1985) und auf einer infizierten Aortenklappe (Ventin et al., 1987) 
gefunden werden. Margo et al. berichteten 1990 über eine postoperative 
Endophtalmitis durch Wangiella dermatitidis, die letztlich eine Enukleation zur Folge 
hatte. 
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1.3 Melanin als Virulenzfaktor bei Exophiala dermatitidis 
Ein wichtiger Virulenzfaktor bei Expohiala dermatitidis ist das Pigment Melanin. 
1987 verglichen Dixon et al. die Pathogenität und Virulenz des pigmentierten 
Wildtyps von Exophiala dermatitidis (Wildtyp-Stamm Emmons 8656, ATCC 34100) 
und bei verschiedenen Melaninmangelmutanten. Sie injizierten dabei Mäusen 
unterschiedliche Mengen einer Pilzsuspension in die laterale Schwanzvene. Beurteilt 
wurden die Mortalität und die ZNS-Symptomatik der Mäuse, sowie der Befall 
verschiedener Organsysteme. Als Ergebnis ließ sich feststellen, dass für eine 100%-ige 
Mortalität der Mäuse eine geringere Menge des Wildtyps injiziert werden musste als 
bei den Mangelmutanten. Der histopathologische Befund des Gehirns und die ZNS- 
Symptomatik mit Ataxie und Torticollis dagegen zeigten keine Unterschiede zwischen 
Wildtyp und Mangelmutanten. Diesen Ergebnissen zufolge ist Melanin ein 
Virulenzfaktor von E. dermatitidis, der die letale Pilzdosis beeinflusst, während die 
qualitative Ausbildung der ZNS-Symptomatik und der Organbefall unabhängig vom 
Melanin sind. 
Außer bei E. dermatitidis ist Melanin auch bei anderen pathogenen Keimen ein 
Virulenzfaktor. So konnte für die humanpathogene Hefe Cryptococcus neoformans 
nachgewiesen werden, dass auch hier der melaninhaltige Wildtyp virulenter als seine 
Melaninmangelmutanten ist. C. neoformans zeigt außerdem ebenfalls einen 
ausgeprägten Neurotropismus (Kwon-Chung et al., 1882, Polak, 1990). 
C. neoformans speichert genau wie E. dermatitidis Melanin in den Zellwänden, der 
Syntheseweg zum Melanin ist jedoch unterschiedlich. Die Melanogenese bei C. 
neoformans beginnt mit der Oxidation von Dihydroxyphenylalanin (DOPA) 
katalysiert durch das Enzym Phenoloxidase. Über die Zwischenprodukte Dopachrom 
und 5,6-Dihydroxyindol wird schließlich das Endprodukt Melanin synthetisiert 
(Kwon-Chung et al., 1982, Polacheck et al., 1982, Polacheck et al., 1988, Ikeda et al., 
1993). E. dermatitidis dagegen produziert Melanin über den Pentaketid-
Stoffwechselweg. Außer für E. dermatitidis ist diese Art der Melaninsynthese auch für 
andere schwarze Hefen wie Verticillium dahliae, Thielaviopsis basicola oder 
Pyricularia oryzae beschrieben worden. Ausgangspunkt ist hier das Acetat, das über 
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die Zwischenprodukte 1,3,6,8-Tetrahydroxynaphtalen, Scytalon, 1,3,8-
Trihydroxynaphtalen und Vermelon zu 1,8-Dihydroxynaphtalen (DHN) oxidiert wird. 
Der Letzte Schritt ist schließlich die Polymerisation des DHN zu Melanin. Als weitere 
Zwischenprodukte dieser Reaktionsfolge können noch Flaviolin, 2-Hydroxyjuglon 
und 3-Hydroxyjuglon enstehen (Geis et al., 1984). 
Für die verschiedenen melanindefizienten Stämmen von E. dermatitidis konnte auch 
ermittelt werden, an welcher Stelle die Synthese des Melanin aus Acetat unterbrochen 
ist. Die Mutante Mel -2 produziert ein dunkelbraunes Pigment, das im Wildtyp nicht 
gefunden wird. Man findet in Flüssig- und Festkulturen große Mengen DHN, was 
darauf schließen lässt, das die Melaninsynthese im letzten Schritt, also der 
Polymerisation des DHN zu Melanin, gestört ist. Bei der Mutante Mel -1 dagegen 
findet man ein braunes Pigment und nennenswerte Mengen von Scytalon und 
Flaviolin. Hier ist also der Reaktionsschritt (Dehydrierung) zwischen Scytalon und 
1,3,8- Trihydroxynaphtalen unterbrochen. Als Alternative wird hier aus dem 1,3,6,8-
Tetrahydroxynaphtalen nicht nur Scytalon, sondern auch Flaviolin synthtisiert. In 
Kulturen der Mutante Mel -3 findet man keine farbigen Pigmente oder 
Melaninmetabolite, die Störung der Melaninsynthese liegt bei dieser Albinomutante 
also vor der Bildung des ersten farbigen Zwischenproduktes 1,3,6,8-
Tetrahydroxynaphtalen aus Acetat (Geis et al., 1984).  
Dixon et al. untersuchten 1989 die Virulenz der verschiedenen Mutanten für Mäuse. 
Als Virulenzkriterium diente die Mortalität und die Anzahl der histologischen 
Läsionen verursacht durch die Hefen. Analog zu den Ergebnissen von Geis et al. 
fanden sie die kräftigste Pigmentierung nach dem Wildtyp bei Mel -2 gefolgt von Mel -
1. Die Albinomutante Mel -3 wies keine Pigmente auf. Die Virulenz war beim Wildtyp 
erwartungsgemäß am stärksten ausgeprägt. Bei den Mutanten nahm sie von Mel -1 
über Mel-3 zu Mel -2 hin ab. Als Schlussfolgerung zogen sie aus diesem Ergebnis, 
dass einige Zwischenprodukte der Melaninsynthese möglicherweise auch toxisch für 
die Mäuse sein können. Histopathologische Unterschiede zwischen dem Wildtyp und 
den Mutanten wurden nicht gefunden. Es wird vermutet, dass die Form des 
Pilzwachstums im Gewebe Bedeutung für die Virulenz hat. Beim Übergang vom 
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hefeförmigen Wachstum zu einer hyphenreichen Form kommt es zu einer Zunahme 
der Virulenz von allen E. dermatitidis-Stämmen. 
Seitdem dem Melanin eine Schlüsselrolle bei der Ausbildung der Pathogenität 
zugesprochen wird, ist dieser Zusammenhang vielfach untersucht wurden. Bereits 
1982 erkannten Rhodes et al., dass eine verminderte Phenoloxidaseaktivität in C. 
neoformans, wie sie bei den melanindefizienten Stämmen zu finden ist, mit einer 
verminderten Virulenz der Hefe einhergeht. Außerdem schützt das Melanin auch vor 
dem fungiziden Effekt der UV-Strahlung (Wang et al., 1994).  
1995 zeigten Wang et al., dass pigmentierte Zellen von C. neoformans resistenter 
gegen die Antikörper-vermittelte Phagozytose sind, und Melanin die Hefezellen gegen 
den Angriff verschiedener immunkompetenter Zellen schützen kann. So konnten 
pigmentierte C. neoformans-Zellen die Produktion von TNF-α durch 
Alveolarmakrophagen und die Lymphozytenproliferation unterdrücken (Huffnagle et 
al., 1995). Jacobson et al. wiesen 1993 nach, dass die Menge des von C. neoformans 
produzierten Melanins dabei ausreichend ist, um eine große Menge zellulärer 
Oxidantien unwirksam zu machen. Diese Ergebnisse konnten auch für das DHN-
Melanin von E. dermatitidis und Alternaria alternata nachgewiesen werden. Es 
schützt die Hefen vor Oxidationsmitteln wie Permanganat und Hypochlorid (Jacobson 
et al., 1995). Die Ergebnisse dieser Studien zeigen, dass der Einfluss des Melanins auf 
die Virulenz von E. dermatitidis hauptsächlich durch eine Schutzfunktion gegenüber 
Oxidantien der Abwehrzellen und gegenüber Umwelteinflüssen verursacht ist. 
Auch die Wechselwirkung verschiedener Medikamente mit Melanin ist untersucht 
worden. Polak et al. fanden 1989 heraus, dass sich pigmentierte und nicht-pigmentierte 
Stämme von E. dermatitidis nicht in ihrer Anfälligkeit gegenüber verschiedenen 
Antimykotika unterscheiden. Dagegen scheint ein möglicher Therapieansatz für die 
melaninhaltigen Stämme der schwarzen Hefen der Einsatz von melaninbindenden 
Medikamenten wie dem Neuroleptikum Trifluoperazin zu sein. Ihnen konnte eine 
erhöhte fungizide Wirkung gegen pigmentierte Zellen im Unterschied zu den 
pigmentlosen Stämmen nachgewiesen werden (Wang et al., 1996). 
E. dermatitidis synthetisiert neben Melanin auch noch die Pigmente 3,4-Didehydro-γ-
caroten (Torulen) und 3,4-Didehydro-16-oic acid (Torularhodin). Geis et al. 
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beschrieben 1984, dass diese Carotenoide die Melanindefiziente Mutante Mel -4 von 
E. dermatitidis vor UV-Strahlung schützen. Die Schutzfunktion der Carotenoide vor 
dem UV-Licht ist aber nicht so deutlich ausgeprägt wie die des Melanins. Die Autoren 
konnten außerdem zeigen, dass die Pigmentbildung der verschiedenen Stämme durch 
Bestrahlung mit Licht während der Wachstumsphase erhöht werden kann. Die 
Carotenoide wirken wahrscheinlich durch eine Abschirmung wichtiger Zellorganellen 
oder Moleküle und nicht durch Neutralisation von Oxidantien. Dixon et al. 
beobachteten bei der Albinomutante Mel -3, die weder Melanin noch Carotenoide 
synthetisieren kann, eine im Vergleich zum Wildtyp verminderte Virulenz. Sie 
vermuteten daher, dass neben Melanin auch die Carotenoide für die Virulenz bei E. 
dermatitidis verantwortlich seien.  
1.4 Fragestellung 
Exophiala dermatitidis ist ein humanpathogener Keim, der beim Menschen vielfältige, 
z.T. gravierende Infektionen verursacht. Dass Melanin einen Einfluss auf die Virulenz 
von E. dermatitidis hat, ist in den letzten Jahren oft beschrieben worden. Aber weder 
die Phagozytose, der Oxidative Burst oder die Abtötung der schwarzen Hefen durch 
menschliche neutrophile Granulozyten noch der Einfluss der Pigmente auf diesen 
Prozess ist bisher untersucht worden.  
Mit Hilfe einer durchflusszytometrischen Analyse, einer Quantifizierung 
Koloniebildender Einheiten (KBE) und einer Interferenz-Kontrast-Mikroskopie soll 
die Phagozytose, der Oxidative Burst und die Abtötung von E. dermatitidis durch 
neutrophile Granulozyten untersucht und sichtbar gemacht werden. Dazu werden 
verschiedene Melaninmangelmutanten sowie Carotenoid-Mangelmutanten des 
Widtyp-Stammes Emmons 8656 (ATCC 34100) auf diese Vorgänge hin untersucht.  
In der Durchflusszytometrie können Eigenschaften von Partikeln, die in einer 
Flüssigkeit suspendiert sind, gemessen werden. Die neutrophilen Granulozyten und 
die untersuchten Hefezellen können aufgrund ihrer unterschiedlichen Größe und 
Granularität, sowie mit Hilfe von Fluoreszenzfärbungen unterschieden werden. Die 
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Hefezellen werden dazu zuvor mit BCECF (2’,7’-bis-(carboxyethyl)-5,6-
carboxyfluorescein) angefärbt. Im weiteren Verlauf kann auch die Bindung der 
Hefezellen an die neutrophilen Granulozyten durch eine Fluoreszenz- und 
Größenveränderung der Granulozyten (Fluoreszenzzunahme der ungefärbten 
Granulozyten, Abnahme freier Hefezellen) beobachtet werden. Auch die Darstellung 
eines Oxidativen Bursts ist mit Hilfe der Durchflusszytometrie möglich. Ob es sich bei 
diesem Vorgang jedoch um eine tatsächliche Phagozytose oder nur eine Bindung der 
Hefen an die neutrophilen Granulozyten handelt, ist mit dieser Methode nicht zu 
entscheiden. Auch kann nicht beurteilt werden, ob die Phagozytose und der Oxidative 
Burst zu einer endgültigen Abtötung der Hefezellen führt. Hierzu müssen andere 
Verfahren gewählt werden. 
Die Unterscheidung zwischen einer Phagozytose der Hefezellen durch die 
neutrophilen Granulozyten und einer Bindung (Adhärenz) ist durch eine Kombination 
von Interferenz-Kontrast-Mikroskopie und Epifluoreszenzmikroskopie möglich. 
Hierbei wird der Beweis für die intrazelluläre Lage der Hefen erbracht. Jedoch ist auch 
mit dieser Methode noch kein Nachweis einer erfolgreichen Abtötung der 
Mikroorganismen möglich. 
Der Nachweis für die Abtötung der entsprechenden Mikroorganismen gelingt hier nur 
mit Hilfe kultureller Methoden, mit denen die Vitalität der phagozytierten 
Mikroorganismen überprüft werden kann. Solche kulturellen Methoden können im 
heparinisierten Vollblut durchgeführt werden. Der „direkte Bakterizidie-Assay in 
heparinisierten Vollblut“ wurde von Rebecca Lancefield bereits 1957 ausführlich 
beschrieben (Lancefield, 1957).  
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2 Material und Methoden 
2.1 Stämme und Stammhaltung 
2.1.1 Verwendete Stämme von Exophiala dermatitidis 
Für diese Versuche wurde der schwarze Wildtyp-Stamm Emmons 8656 (ATCC 
34100) von Exophiala dermatitidis (Grove et al., 1973, Roberts et al., 1978, Roberts et 
al., 1980a, Roberts et al, 1980b, Jacobs et al., 1982), sowie verschiedene von ihm 
abstammende Melaninmangelmutanten verwendet. Die Tabelle 2.1 zeigt eine 
Übersicht über die verschiedenen Stämme. 
Die Mutante Mel -3 (ATCC 44504) ist eine spontan aus dem Wildtyp entstandene 
weiße Albinomutante, die weder zur Melanin- noch zur Carotenoidsynthese befähigt 
ist (Geis et al., 1984).  
Die Mutanten Mel -1, Mel -2 und Mel -4 sind mit Hilfe des Mutagens N-methyl-N’-
nitro-N-nitrosoguanidin nach einer Methode von Roberts and Szaniszlo (1978) 
hergestellt worden (Geis et al., 1984a, Geis et al., 1984b).  
Der Wildtyp-Stamm Emmons 8656 produziert sowohl Melanin wie auch Carotenoide, 
seine Kolonien haben eine dunkelbraune bis schwarze Farbe. Die Kolonien der 
Mutante Mel -2 erscheinen braun. Sie synthetisiert Carotenoide, hat aber einen Defekt 
in der Melaninsynthese vor der Polymerisation des DHN zu Melanin. Mel -1 ist nicht 
zur Dehydrierung von Scytalon zu 1,3,8-Trihydroxynaphtalen befähigt, man findet in 
Kulturen der Mutante außer Scytalon noch Flaviolin sowie die Carotenoide. Ihre 
Kolonien sind ebenfalls braun. Mel -4 produziert nur Carotenoide, man findet in ihren 
Kulturen keine Zwischenprodukte der Melaninsynthese. Daher stellen sich ihre  
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Tabelle 2.1  Stämme von Exophiala dermatitidis 
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Kolonien als rot-orange dar. Mel -3 synthetisiert weder Melanin noch Carotenoide. 
Ihre Kolonien haben eine weiße Farbe.  
2.1.2 Stammhaltung 
Die Stammhaltung erfolgt mit Hilfe des MicrobankTM-Systems der Firma PRO-LAB 
Diagnostics, England. Suspensionen der verschiedenen Stämme werden in einem 
sterilen Kryogefäß mit porösen Keramikkügelchen gemischt. Die Hefen bleiben an der 
porösen Oberfläche haften und die Kryogefäße können dann bei -70°C gelagert 
werden. Durch diese Form der Lagerung müssen die Kryogefäße zur Entnahme der 
Mikroorganismen nur soweit angetaut werden, bis ein Keramikkügelchen entnommen 
werden kann.  
2.1.3 Verwendete Agar-Platten 
Bei Bedarf wird eine Kugel auf eine Sabouraud-Chloramphenicol-Agarplatte 
ausgebracht, indem die Kugel über die Oberfläche des Agars gerollt wird, so dass die 
Hefesuspension auf der Oberfläche verteilt wird. Nach ca. fünf bis sieben Tagen 
Inkubation im Brutschrank bei 37°C, 5% CO2- und 20 % O2-Gehalt werden die 
herangewachsenen Einzelkolonien auf weitere Sabouraud-Chloramphenicol-
Agarplatten mit Hilfe einer sterilen Einmalöse überimpft. Bei dem Sabouraud-
Chloramphenicol-Agar handelt es sich um ein Selektivmedium, das heißt, dass hier 
vorzugsweise das Wachstum der gewünschten Mikroorganismen, in diesem Fall das 
der Hefezellen, gefördert wird. Das Wachstum anderer, unerwünschter 
Mikroorganismen, z.B. kontaminierender Normalflora, wird dagegen gehemmt.  
Der Sabouraud-Chloramphenicol-Agar enthält: 
• Spezialpepton   10 g/l 
• Agar-Agar   15 g/l 
• Glucose    20 g/l 
• Chloramphenicol   0,5 g/l 
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2.2 Kultur und Vorbereitung 
2.2.1 Kulturbedingungen 
Nach Überimpfen der Keime auf Sabouraud-Chloramphenicol-Agarplatten werden 
diese weitere fünf bis sieben Tage bei 37°C sowie 5 % CO2 und 20 % O2-Gehalt der 
Atmosphäre im Brutschrank inkubiert. Zur Förderung der Melanin- bzw. der Torulen- 
und Torularhodinsynthese werden die Agarplatten mit einer UV-Pflanzenlampe 
(Philips, Aachen) über den gesamten Zeitraum bestrahlt. Exophiala dermatitidis bildet 
unter diesen Bedingungen dickwandige Hefezellen, die eine ausreichend große Menge 
Melanin in ihren Wänden aufnehmen kann (Kester et al. 1995). 
2.2.2 Herstellung einer Hefesuspension 
Sind die Pilzkolonien nach 5 – 7 Tagen deutlich sichtbar (Koloniedurchmesser ca. 1-2 
mm), werden sie mit 2 x 4 ml NaCl von den Agar-Platten abgeschwemmt und die 
hergestellte Suspension in ein steriles 50 ml Becherglas umgefüllt. 
Um eine Kontamination mit anderen Mikroorganismen oder eine starke 
Hyphenbildung der Hefen auszuschließen, wird die Hefesuspension abschließend auf 
nicht-selektive Medien geimpft und mikroskopisch (Leitz DM RB, Leica, Wetzlar, 
Deutschland) kontrolliert.  
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2.3 Messung der Phagozytose und des Oxidativen Bursts aus 
Vollblut im Durchflusszytometer 
2.3.1 Farbstoffe  
Für die Messungen im Durchflusszytometer (FACS-Scan®) müssen die Zellen zuvor 
mit fluoreszierenden Farbstoffen angefärbt werden. Bei der Phagozytose wird dazu 
BCECF-AM (Boehringer, Mannheim), beim Oxidativen Burst DHR verwendet. 
2.3.1.1 BCECF-AM 
BCECF- (2’,7’-bis-(2-carboxyethyl)-5,6-carboxyflourescein) ist ein fluoreszierender 
pH-Indikator, der von Dr. Robert Y. Tsien eingeführt wurde und seitdem der am 
häufigsten gebrauchte pH-Indikator ist. Mit einem pKa-Wert von 6.98 hat BCECF bei 
physiologischem pH vier bis fünf negative Ladungen, die den Farbstoff intrazellulär 
zurückhalten. Der lipophile Acetoxymethylester BCECF-AM dagegen kann die 
Zellmembranen gut passieren. In der Zelle wird BCECF-AM durch intrazelluläre 
Esterasen zu BCECF hydrolysiert, welches die Zelle dann nicht mehr verlassen kann. 
BCECF hat keinen Einfluss auf die Vitalität der Zellen. Das Absorbtionsmaximum 
von BCECF liegt bei 505 nm, die größte Emission wird zwischen 530 und 540 nm 
beobachtet (Bruning et al., 1980, Bhakdi et al., 1989, Martin et al., 1991, Martin et al., 
1992, Denholm et al., 1995). 
BCECF-AM wird in DMSO (Dimethylsulfoxid, Fluka, ECC No.:200664) gelöst. 
Dabei wird ein Anteil BCECF-AM mit drei Anteilen DMSO vermischt und 
anschließend bei -70°C gelagert. 
2.3.1.2 DHR 
DHR (Dihydrorhodamin) ist bei physiologischen pH-Werten frei in die Zelle 
permeabel, und reichert sich intrazellulär in den Mitochondrien an. Wird dort während 
des respiratorischen Bursts O2 zu H2O2 oder zu O2- reduziert, können diese Ionen das 
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DHR zu Rhodamin 123 oxidieren. DHR ist der empfindlichste Indikator zur Messung 
des Oxidativen Bursts im Durchflusszytometer. Es ist daher ein vielverwendetes und 
in der Literatur vielbeschriebenes Reagenz (Rothe et al., 1988, Rothe et al., 1991, 
Banati et al., 1991, Smith et al., 1993, Hirt et al., 1994, Prince et al., 1995, Vowells et 
al., 1995). Das Absorptionsmaximum von Rhodamin 123 liegt bei 488 nm, die stärkste 
Emission erfolgt im hellgrünen Bereich (Wellenlänge 530 nm). 
2.3.2 Phagozytose Assay  
Die gerade hergestellte Hefesuspension wird in ein steriles 10 ml Röhrchen überführt 
und anschließend bei 3000 Umdrehungen pro Minute (UpM) und 4°C zehn Minuten 
zentrifugiert. 
Der Überstand wird abgegossen. Die Hefen werden mit 5 ml NaCl gewaschen und 
erneut zentrifugiert. Das Sediment wird in 1 ml NaCl aufgenommen und mit BCECF-
AM in der Konzentration von letztlich 1 µmol/l für 30 Minuten bei 37°C im 
Wasserbad inkubiert. Die Hefezellen weisen nach der Färbung eine stabile grüne 
Fluoreszenz auf, die die Vitalität der Zellen nicht beeinflusst (Martin et al., 1991). 
Nach Beendigung der Inkubationszeit wird die Hefesuspension zentrifugiert und 
dreimal mit NaCl gewaschen. 5 x 106 der gefärbten Hefezellen werden bei 37°C in 1 
ml heparinisiertem Vollblut (5 IE Heparin/ml Vollblut) in einem Thermoschüttler 
(Eppendorf, Hamburg) bei 1000 UpM inkubiert. Das entnommene Blut stammt von 
gesunden Blutspendern im Alter von 20 - 40 Jahren.  
Nach 0, 15, 30 und 60 Minuten werden jeweils 100 µl entnommen, und zu 2 ml kalter, 
mit PBS-Puffer 1:10 verdünnter Lysissolution® (Becton Dickinson, Heidelberg) 
gegeben. Die Lysissolution® lysiert aufgrund ihrer geringen Osmolarität die 
Erythrozyten und inaktiviert aufgrund eines Paraformaldehyd-Gehaltes von 2 % die 
Granulozyten.  
Nach weiteren 20 Minuten Inkubation im abgedunkelten Raum bei Raumtemperatur 
werden die Proben erneut bei 1000 UpM und 4°C für 5 Minuten zentrifugiert und 
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zweimal mit NaCl gewaschen. Das letzte Pellet wird in 300 µl NaCl aufgenommen 
und im Durchflusszytometer analysiert.  
Um den oxidativen Burst während des Phagozytoseprozesses beurteilen zu können, 
werden ungefärbte Hefezellen unter den gleichen Bedingungen wie oben beschrieben 
kultiviert und in heparinisierten Vollblut inkubiert.  
Vor Zugabe des Heparinblutes wird jedoch in diesem Ansatz Dihydrorhodamin 123 
(DHR) in einer Konzentration von 10 mg/l Blut hinzugefügt. Nach Oxidation des 
DHRs zu Rhodamin 123 durch H2O2 und O2- während des repiratorischen Bursts 
emittiert es ein hellgrünes Fluoreszenzsignal.  
Nach Inkubationszeiten von 0 Minuten, 15 Minuten 30 Minuten und 60 Minuten 
werden wieder je 100 µl der Blut-Hefe-Suspension entnommen, zu 2 ml kalter 
Lysissolution gegeben und ebenfalls für 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln 
inkubiert. 
Danach werden die Proben fünf Minuten bei 1000 Umdrehungen pro Minute und 4°C 
zentrifugiert, und zweimal mit 3 ml NaCl gewaschen. Das Pellet wird in 300 µl NaCl 
aufgenommen und bis zur Messung auf Eis (maximal 30 Minuten) dunkel gestellt. Es 
erfolgt die Messung im Durchflusszytometer. 
2.3.3 Durchflusszytometrie 
Bei der Durchflusszytometrie ist es möglich, Einzelzellen in Suspensionen aufgrund 
ihrer Größe und Granularität, sowie aufgrund von Fluoreszenzeigenschaften zu 
unterscheiden.  
Voraussetzung für eine solche Messung ist die Herstellung einer Zellsuspension von 
etwa einer Million Partikel/ml. Die Zellen können mit bis zu drei 
Fluoreszenzfarbstoffen angefärbt werden, so dass es möglich ist, bis zu drei 
Fluoreszenzen gleichzeitig zu messen.  
Bei der Messung wird durch eine Stahlkapillare mit Überdruck die Zellsuspension in 
die Meßküvette eingeführt. Dabei werden die Zellen durch eine sie umgebende 
Trägerflüssigkeit stark beschleunigt, so dass sich Zellaggregate auftrennen und die 
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Zellen aneinandergereiht wie Perlen einer Perlenkette den Analysepunkt erreichen 
(hydrodynamische Fokussierung). Am Analysepunkt werden die Zellen dem Licht 
eines Lasers (Argonlaser, 488 nm, blau) ausgesetzt. 
Je nach Partikeleigenschaft (Größe, Granularität) wird das Licht des Lasers gestreut. 
Dadurch ändert sich jedoch nur die Richtung des Lichtes, nicht dessen Wellenlänge. 
Befinden sich zusätzlich im oder am Partikel fluorogene Substanzen, die vom Licht 
der Wellenlänge 488 nm angeregt werden können, so kommt es zusätzlich zu einer 
Emission von Fluoreszenzlicht. 
Bei den Messungen werden immer drei Parameter jedes Partikels gemessen: 
1. Das Vorwärtsstreulicht: (Forward-scatter-light, FSC): Hierbei handelt es sich 
um das Licht, welches durch den Partikel hindurch auf den Detektor des 
Gerätes gestreut wird. Es ist ein Maß für die Partikelgröße.  
2. Das Seitwärtsstreulicht: (Side-scatter-light, SSC): Hierbei handelt es sich um 
das Licht, welches von den zu messenden Partikeln im rechten Winkel auf den 
Detektor gestreut wird. Es ist ein Maß für die Granularität eines Partikels.  
3. Die Fluoreszenz 1 (Fl-1): Die Fluoreszenz 1 wird vom Partikel mit einer 
Wellenlänge von 530 nm (grün) emittiert. Es entspricht in den Messungen der 
Emission von BCECF und Rhodamin 123.  
Um die Fluoreszenz einer Zelle messen zu können, müssen die fluoreszierenden 
Verbindungen Lichtenergie über einen für sie charakteristischen Wellenlängenbereich 
absorbieren (Absorptionsspektrum). Dadurch werden Elektronen in ein höheres 
Energieniveau gehoben. Beim Zurückfallen auf ihr Ausgangsniveau emittiert das 
Elektron ein Photon. Dieser Vorgang wird als Fluoreszenz bezeichnet. Da das 
abgestrahlte Licht energieärmer als das absorbierte Licht ist, ist es auch langwelliger. 
Der Wellenlängenbereich des emittierten Lichtes wird als Emissionsspektrum 
bezeichnet. 
Für die Durchflusszytometrie wird ein Argon-Ionenlaser verwendet, der Licht von 
einer Wellenlänge von 488 nm generieren kann. Die Farbstoffe BCECF-AM mit 
einem Absorptionsspektrum von etwa 480 bis 520 nm (Absorptionsmaximum bei 505 
nm) und DHR mit einem Absorptionsmaximum von 488 nm können also von dem 
Wellenlängenbereich des Ionenlasers zur Fluoreszenz angeregt werden. 
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Die meisten Zellen werden bei einer Wellenlänge von 488 nm selbst zu einer gewissen 
Fluoreszenz angeregt. Diese Autofluoreszenz kann die Auswertung der Messdaten oft 
erheblich erschweren (Raffael, 1988, Davey et al., 1996). Um dennoch eine 
störungsarme Auswertung zu ermöglichen muss am Messgerät eine entsprechende 
Kompensation gewählt werden.  
Zur Auswertung der Messdaten wird eine Zweiparameter-Darstellung verwendet, d.h. 
es können immer zwei Parameter miteinander korreliert werden (z.B. FSC und SSC). 
Dabei lässt sich jeder Parameter mit jedem beliebigen anderen korrelieren. Bei der 
Darstellung von FSC gegen SSC können die neutrophilen Granulozyten gut von den 
anderen Zellpopulationen abgegrenzt und analysiert werden. Exophiala dermatitidis 
wird am besten durch die Gegenüberstellung von SSC und der grünen Fluoreszenz 1 
(Fl 1) dargestellt.  
Sowohl die Phagozytose der Hefezellen durch die neutrophilen Granulozyten wie auch 
der Oxidative Burst werden in der durchflusszytometrischen Analyse durch eine 
Zunahme der grünen Fluoreszenz der neutrophilen Granulozyten sichtbar gemacht. 
Gleichzeitig kann die begleitende Abnahme der freien Hefezellen beobachtet werden.  
Als Darstellungsform wird die sogenannte Punktewolkeabbildung (Dot Plot) gewählt. 
Hierbei werden die Messergebnisse eines jeden Partikels bezüglich zweier Parameter 
jeweils als Punkt in einem zweidimensionalem Diagramm dargestellt. In der 
Abbildung 2.1 sind als Beispiel die Leukozyten nach ihrer Größe (FSC, X-Achse) und 
ihrer Granularität (SSC, Y-Achse) dargestellt. Große granulierte Zellen 
(Granulozyten) lassen sich so gut von großen, wenig granulierten Zellen (Monozyten) 
und kleinen, kaum granulierten Zellen (Lymphozyten) unterscheiden. Zelltrümmer 
(insbesondere Erythrozytenfragmente) stellen sich klein und wenig granuliert da.  
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Abb. 2.1 Dot-Plot Darstellung peripherer Leukozyten nach Erythrozytenlyse. Auf der X-
Achse ist die Größe (FSC), auf der Y-Achse die Granularität (SSC) der Partikel dargestellt. 
2.3.4 Geräteeinstellungen 
Für die Messung wird ein FACScan®-Gerät (mit Argon-Ionen-Laser) in Verbindung 
mit Cellquest® software (Becton-Dickinson) verwendet (Schnitzler et al., 1995, 
Podbielski et al., 1996). 
Für FL 1 und FL 2 wird eine logarithmische Signalverstärkung gewählt, für FSC und 
SSC eine lineare. 
Die Einstellung der Detektoren erfolgt wie für Leukozyten empfohlen: 
Parameter Detektor Spannung AmpGain Signalverstärkung 
P1  FSC  E00  2.00  linear 
P2  SSC  331  1.00  linear 
P3  FL1  585  1.00  logarithmisch 
P4  FL2  625  1.00  logarithmisch 
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Kompensation: 
FL 1 - 0.4% - FL2 
FL2 - 23.9% - FL1 
 
Die Messungen und Auswertungen erfolgen mit Hilfe des Cell-Quest-Programm von 
Becton-Dickinson  
Bei jeder Messung werden jeweils 10.000 Zellen pro Messereignis registriert. 
2.4 Klassische Phagozytose 
Mit Hilfe der Klassischen Phagozytose (direct bactericidal assay: DBA) soll untersucht 
werden, wie viele der Hefen die Phagozytose durch die neutrophilen Granulozyten 
überleben. Dazu werden die Hefen wie oben beschrieben kultiviert und vorbereitet. 
Die mit NaCl abgeschwemmten Hefen werden bei 3000 UpM und 4°C zentrifugiert, 
das Sediment erneut in NaCl aufgenommen. Von dieser Hefesuspension wird eine 
Verdünnung von letztlich 103  bis 104 Hefen/ml angelegt. Für weitere Verdünnungen 
werden aus dieser Kultur 100 µl, 50µl und 25 µl zu 100µl, 150 µl und 175 µl NaCl 
gegeben.  
100 µl der verschiedenen Verdünnungsstufen werden mit 900 µl heparinisierten 
Vollblut vermischt und bei 37°C vier Stunden im Hybridiesierungsofen inkubiert. 
Nach 0, 10, 30, 60, 120, 180 und 240 Minuten werden jeweils 100 µl der Proben auf 
einen Sabouraud-Chloramphenicol-Agar mit Hilfe eines Glasspatels ausgestrichen.  
Die Platten werden fünf bis sieben Tage bei 37°C inkubiert. Die gewachsenen 
Kolonien können dann auf den Platten ausgezählt werden.  
2.5 Mikroskopie 
Um die intrazelluläre Lage der Hefezellen während der Phagozytose durch die 
neutrophilen Granulozyten nachweisen zu können, werden Proben, die für den 
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Phagozytose-Assay vorbereitet und gefärbt wurden, unter einem Mikroskop betrachtet. 
Es wurde hierzu eine Kombination aus einem Epifluoreszenzmikroskop und einem 
Interferenz-Kontrast-Mikroskop (Leitz DM RB, Leica, Wetzlar) gewählt (Schnitzler et 
al., 1995, Podbielski et al., 1996). Durch die Phasenkontrastverschiebung ist eine 
Fokussierung immer nur in einer Schnittebene möglich, so dass sich Schnittebene und 
Bildebene entsprechen. Daher entspricht die Anwesenheit von Hefezellen innerhalb 
der granulozytären Plasmamembran in einer Bildebene einer intrazellulären Lage der 
Hefen. Durch die simultane Verwendung der Epifluoreszenzmikroskopie können die 
BCECF-gefärbten Mikroorganismen eindeutig von intrazellulären, granulozytären 
Zellorganellen unterschieden werden.  
Jeweils 300 Hefezellen aus unabhängigen Versuchsansätzen aller Stämme wurden auf 
ihre Assoziation mit den neutrophilen Granulozyten zu Beginn der Inkubation, sowie 
nach 30 und 60 Minuten Inkubationszeit hin beurteilt.  
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3 Ergebnisse 
3.1 Fluoreszenzfärbung von Exophiala dermatitidis 
Zur Darstellung der Phagozytose von Exophiala dermatitidis durch neutrophile 
Granulozyten im Durchflusszytometer werden die Hefen zuvor angefärbt. Dazu 
werden sie für 30 Minuten mit dem Farbstoff BCECF-AM in einer Konzentration von 
1µmol/l inkubiert. Es resultiert sowohl beim Wildtyp-Stamm Emmons 8656 wie auch 
bei allen Mutanten eine stabile grüne Fluoreszenz. Die Fluoreszenz des dunkel 
pigmentierten Wildtyp-Stammes und der Mutante Mel-2 erscheinen dabei etwas 
schwächer im Vergleich zu den Fluoreszenzen der anderen Mutanten. Insgesamt 
waren alle Fluoreszenzen jedoch ausreichend stark ausgeprägt, um hinreichend im 
Durchlusszytometer gemessen werden zu können. Die Fluoreszenzstärke nimmt im 
Laufe der Zeit wenig ab. Davon sind sowohl die freien gefärbten Hefen, wie auch die 
neutrophilen Granulozyten, die die gefärbten Hefezellen phagozytiert haben, betroffen. 
Der Fluoreszenzverlust ist jedoch so gering, dass er keinen Einfluss auf die 
Messbarkeit im Durchflusszytometer hat. 
Abbildung 3.1 zeigt die relative grüne Fluoreszenz des Wildtyp-Stammes Emmons 
8656 und seiner verschiedenen Mutanten vor, unmittelbar nach der Färbung, 15 
Minuten, 30 Minuten und 60 Minuten nach der Färbung. Die durchschnittliche 
Fluoreszenzintensität beträgt nach 30-minütiger Färbung mit BCECF-AM ca. das 100-
fache der Ausgangsfluoreszenz. Nach etwa einer Stunde nahm die 
Fluoreszenzintensität bei allen Stämmen etwas ab, wobei es sich am ehesten um eine 
durch den Zellmetabolismus bedingte Abnahme der BCECF-Moleküle in 
Kombination mit einem geringfügigen physiologischen Efflux durch die 
Plasmamembran der jeweiligen Zellen handelt.  
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Abb. 3.1 Relative grüne Fluoreszenz des Wildtyp-Stammes Emmons 8656 und seiner 
verschiedenen Mutanten vor (A), 0 Minuten, 15 Minuten, 30 Minuten und 60 Minuten nach 
der Färbung mit BCECF-AM 
3.2 Phagozytose-Assay von Exophiala dermatitidis 
Nach Zugabe von heparinisiertem Vollblut zu den angefärbten Hefen werden diese vor 
allem durch die neutrophilen Granulozyten des Blutes phagozytiert. Dieser 
Phagozytosevorgang kann mit Hilfe der Durchflusszytometrie als Assoziation von 
Granulozyten und Hefezellen dargestellt und verfolgt werden. Abbildung 3.2 zeigt 
beispielhaft eine Dot-Plot Darstellung des Phagozytose-Assays der Mutante Mel-4. Es 
erfolgte eine Auftragung nach Granularität (SSC) und grüner Fluoreszenz (Fl-1). 
Bereits 30 Minuten nach Inkubation von fluoreszierenden Hefezellen im 
heparinisiertem Vollblut ist bereits eine deutliche Abnahme von freien Hefezellen zu 
erkennen, nach 60 Minuten sind praktisch keine freien Hefezellen mehr darstellbar. 
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Gleichzeitig ist eine Zunahme von assoziierten Hefezellen an neutrophile 
Granulozyten nachweisbar.  
 
Unmittelbar nach der Färbung Nach 30 Minuten Inkubationszeit 
        
 
Nach 60 Minuten Inkubationszeit 
 
Abb. 3.2 Phagozytose der Mutante Mel-4 in heparinisiertem Vollblut dargestellt als Dot-Plot 
der Granulozyten und der Hefen in der Auftragung nach Granularität (SSC) und grüner 
Fluorszenz (Fl-1). Ausgehend von getrennten Populationen unmittelbar nach der Färbung 
zeigt sich nach 30 und 60 Minuten eine Abnahme der gefärbten, freien Hefezellen bei 
gleichzeitiger Zunahme der grün fluoreszierenden Granulozyten. Nach 60 Minuten sind nur 
noch wenige freie Hefezellen nachweisbar. 
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Insgesamt werden im Verlauf von 60 Minuten beinahe alle der zugefügten Hefezellen 
phagozytiert. Abbildung 3.3 stellt die durchschnittliche Abnahme der freien 
Hefezellen von Exophiala dermatitidis des Wildtyp-Stammes und seiner Mutanten aus 
jeweils sechs Phagozytose-Assays nach 15, 30 und 60 Minuten dar. Nach 15 Minuten 
sind nur noch 10 - 55% der ursprünglich ca. 106 Hefezellen pro Milliliter Blut nicht 
durch neutrophile Granulozyten gebunden. Nach 30 Minuten ist dieser Anteil auf 3 - 
25% gesunken, und nach 60 Minuten sind praktisch keine freien Hefezellen mehr 
vorhanden. Dabei ist kein signifikanter Unterschied zwischen dem dunkel 
pigmentierten Wildtyp-Stamm Emmons 8656 und den verschiedenen Mutanten zu 
erkennen. 
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Abb. 3.3 Durchschnittliche Abnahme von freien Exophiala dermatitidis Zellen nach der 
Inkubation in heparinisiertem Vollblut nach 15, 30 und 60 Minuten  
Infolge der Phagozytose der Hefen durch die neutrophilen Granulozyten kommt es 
neben einer Abnahme der grünen Fluoreszenz der Hefezellen auch zu einer Zunahme 
der Fluoreszenz der neutrophilen Granulozyten. Abbildung 3.4 stellt den relativen 
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Fluoreszenzanstieg für jeweils sechs Phagozytose-Assays der verschiedenen Stämme 
dar. Auch in dieser Darstellung ist kein signifikanter Unterschied zwischen den 
verschiedenen Stämmen zu beobachten. Die Ausgangsfluoreszenzen des Wildtyp-
Stammes und der Mutante Mel-2 waren auf einem niedrigeren Niveau als die der 
übrigen Stämme. Da die Intensität der grünen Fluoreszenz der neutrophilen 
Granulozyten von der Intensität der Fluoreszenz der phagozytierten Hefen abhängig 
ist, ist die Zunahme der Fluoreszenz der neutrophilen Granulozyten in den 
entsprechenden Phagozytose-Assays des Wildtyp-Stammes und der Mutante Mel-2 
ebenfalls geringer. Bei einem Verhältnis von 0,8 bis 1,2 zwischen der Anzahl der 
Hefen und der neutrophilen Granulozyten beträgt der Anteil der phagozytierenden 
neutrophilen Granulozyten 40 – 70% der Gesamtpopulation der Granulozyten. Ein 
signifikanter Unterschied bezüglich der Geschwindigkeit der Phagozytose oder der 
Menge der aufgenommenen Hefezellen zwischen dem Wildtyp-Stamm und den 
verschiedenen Mutanten zeigt sich nicht. 
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Abb. 3.4 Relativer Fluoreszenzanstieg der Neutrophilen Granulozyten aus jeweils 6 
Phagozytose-Assays der verschiedenen Stämme von Exophiala dermatitidis 
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3.3 Nachweis der intrazellulären Lage der Hefen 
In der Durchflusszytometrie kann nicht zwischen einer einfachen Bindung der 
Mikroorganismen an die neutrophilen Granulozyten und einer tatsächlichen 
Phagozytose unterschieden werden, da jede Form der Assoziation zu einer geringen 
Steigerung der Granularität und Größe der Granulozyten sowie zu einer Fluoreszenz 
der Granulozyten führt. Daher wurde von repräsentativen Proben, die zur Messung in 
der Durchflusszytometrie bestimmt waren, gleichzeitig eine 
Epifluoreszenz/Interferenzkontrastmikroskopie zur Bestimmung der Lage der 
Mikroorganismen durchgeführt. Insgesamt wurden 300 Hefezellen aus jeweils drei 
unabhängigen Assays eines jeden Stammes zu Beginn, nach 30 und 60 Minuten 
Inkubation in heparinisiertem Vollblut untersucht. Abbildung 3.5 zeigt die 
intrazelluläre Lage der Hefezellen in der Interferenzkontrastmikroskopie eines 
Granulozyten nach Phagozytose von Hefezellen.  
?  
?  
 
Abb. 3.5 Interferenzkontrastmikroskopie eines Granulozyten nach Phagozytose von 
Hefezellen. Die BCECF-gefärbten Hefezellen (Pfeil) sind eindeutig intrazellulär lokalisiert. 
Bei gleichzeitiger Anwendung der Epifluoreszenzmikroskopie zeigen die Hefen eine grüne 
Fluoreszenz. 
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Es stellen sich nach 30 Minuten 60 – 98 % der Hefezellen innerhalb der neutrophilen 
Granulozyten dar, nach 60 Minuten sind es beinahe 100%. In Abbildung 3.6 ist der 
zeitliche Verlauf der Aufnahme von Hefezellen der verschiedenen Stämme durch 
neutrophile Granulozyten aufgetragen. Auch hier zeigen sich keine signifikanten 
Unterschiede zwischen dem dunkel pigmentierten Wildtyp-Stamm Emmons 8656 und 
seinen verschiedenen Melanin-Mangelmutanten. 
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Abb. 3.6 Durchschnittliche Aufnahme der verschiedenen Stämme von Exophiala dermatitidis 
durch neutrophile Granulozyten ermittelt durch die Interferenz-Kontrastmikroskopie 
3.4 Oxidativer Burst durch Exophiala dermatitidis 
Während des Phagozytosevorganges werden von den phagozytierenden Zellen 
reaktive Sauerstoff-Zwischenprodukte wie O2-, ·OH oder H2O2 gebildet. Dieser 
Vorgang wird als Oxidativer Burst bezeichnet. Um die Produktion der 
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Zwischenprodukte durchflusszytometrisch darzustellen, werden ungefärbte Hefezellen 
in Vollblut inkubiert, in welches zuvor DHR 123 gegeben wurde. Kommt es während 
der Phagozytose der verschiedenen Stämme von Exophiala dermatitidis zu einem 
Oxidativen Burst, oxidieren die Sauerstoff-Intermediate das DHR 123 zu Rhodamin 
123, welches ein grünes Fluoreszenzlicht emittiert. Abbildung 3.7 stellt den 
Oxidativen Burst durch die durchschnittliche Zunahme der relativen grünen 
Fluoreszenz während jeweils sechs Phagozytose-Assays der verschiedenen Stämme 
dar. Bei allen Stämmen kommt es zu einer deutlichen Zunahme der Fluoreszenz nach 
30 und 60 Minuten, es regen also alle Stämme die neutrophilen Granulozyten zu 
einem Oxidativen Burst an. Dabei ist kein signifikanter Unterschied in der 
Ausprägung des Oxidativen Bursts zwischen dem dunklen Wildtyp-Stamm Emmons 
8656 und seinen Melanin-Mangelmutanten zu erkennen. 
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Abb. 3.7 Durchschnittliche Zunahme der relativen grünen Fluoreszenz während des 
Oxidativen Bursts bei der Phagozytose  der verschiedenen Stämme von Exophiala 
dermatitidis 
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3.5 Abtötung von Exophiala dermatitidis durch neutrophile 
Granulozyten 
Das Ausmaß der Phagozytose und des Oxidativen Bursts der neutrophilen 
Granulozyten gegenüber den verschieden pigmentierten Stämmen von Exophiala 
dermatitidis ist gleich. Um jedoch den tatsächlichen Erfolg der Abwehrbemühungen 
der verschiedenen Hefestämme beurteilen zu können, ist es notwendig, mit Hilfe eines 
Klassischen Phagozytose-Assays (direct bactericidal assay: DBA) die Menge an 
Keimen zu bestimmen, die durch die neutrophilen Granulozyten tatsächlich abgetötet 
werden. Dazu werden etwa 40 Koloniebildende Einheiten (KBE) eines Stammes in 
100 µl heparinisiertem Vollblut inkubiert. Nach jeweils 10, 30, 60, 120, 180 und 240 
Minuten werden die Proben auf einem Sabouraud-Chloramphenicol-Agarboden 
ausgestrichen und für fünf Tage bei 37°C inkubiert.  
In diesem Assay zeigt sich ein deutlich schlechteres Auskommen der 
Melaninmangelmutanten als bei dem Typstamm Emmons 5686.  
Ausgehend von durchschnittlich 40,2 KBE (Werte zwischen 34 und 47 KBE) sinkt die 
Anzahl der KBE beim Typstamm auf 31 KBE (Werte zwischen 23 und 43) nach 120 
Minuten und auf 24,8 KBE (Werte zwischen 21 und 29) nach 240 Minuten. Bei den 
Melanin-Mangelmutanten dagegen ist ein stärkeres Absinken des Ausgangs-KBE-
Wertes zu beobachten. So fällt die KBE-Anzahl bei der Mutante Mel-1 von 
ursprünglich 40 KBE (Werte zwischen 34 und 54) auf 11.33 KBE (Werte zwischen 5 
und 15) nach 120 Minuten und auf 8,83 KBE (Werte zwischen 3 und 13) nach 240 
Minuten, bei der Mutante Mel-2 von 42 KBE (Werte zwischen 38 und 46) auf 10,5 
KBE (Werte zwischen 8 und 16) nach 120 Minuten und auf 5,17 KBE (Werte 
zwischen 3 und 10) nach 240 Minuten, bei der Mutante Mel-3 von 40,67 KBE (Werte 
zwischen 31 und 54) auf 14,4 KBE (Werte zwischen 12 und 17) nach 120 Minuten 
und auf 6,0 KBE (Werte zwischen 2 und 9) nach 240 Minuten, sowie bei der Mutante 
Mel-4 von 42,83 KBE (Werte zwischen 35 und 47) auf 10,5 KBE (Werte zwischen 8 
und 15) nach 120 Minuten und auf 8,0 KBE (Werte zwischen 3 und 14) nach 240 
Minuten. Die Abbildung 3.8 zeigt das Absinken der KBE-Werte im Vergleich zu ihren 
Ausgangswerten. Während bezüglich der Abtötungsrate zwischen dem Wildtyp-
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Stamm und den verschiedenen Melaninmangelmutanten ein signifikanter Unterschied 
besteht, ist zwischen den Mutanten kein signifikanter Unterschied in der Höhe der 
Abtötungsrate festzustellen.  
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Abb. 3.8 Abtötungsrate von Exophiala dermatitidis in der Klassischen Phagozytose in 
heparinisiertem Vollblut nach 30, 60, 120, 180 und 240 Minuten 
3.6 Vergleich von Bindung, Phagozytose, Oxidativem Burst und 
Abtötung der verschiedenen Stämme von Exophiala dermatitidis 
Melanin konnte in vielen Untersuchungen bereits als entscheidender Virulenzfaktor 
von Exophiala dermatitidis nachgewiesen werden. Unklar war jedoch bisher, wo der 
Einfluss des Melanins auf die Phagozytose, den Oxidativen Burst und das Killing 
durch die neutrophilen Granulozyten stattfindet, und somit in welcher Phase des 
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Phagozytoseprozesses das Melanin die Hefezellen vor den Abwehrmechanismen der 
neutrophilen Granulozyten schützt.  
Die Bindung der Hefezellen an die Granulozyten sowie der durch die Phagozytose 
ausgelöste Oxidative Burst wurden im Durchflusszytometer untersucht. Es zeigte sich, 
dass sowohl bei der Phagozytose wie auch beim Oxidativen Burst kein signifikanter 
Unterschied zwischen dem pigmentierten Wildtyp-Stamm Emmons 8656 und seinen 
verschiedenen Melanin-Mangelmutanten besteht. Die Hefezellen aller Stämme werden 
also gleichermaßen an die neutrophilen Granuloztyen gebunden, und lösen nach der 
Phagozytose einen Oxidativen Burst in den Granulozyten aus.  
Dass es sich bei der Assoziation der Hefezellen mit den neutrophilen Granulozyten um 
eine tatsächliche Phagozytose und nicht nur um eine oberflächliche Assoziation 
handelte wurde mit Hilfe einer Kombination aus Epifluoreszenzmikroskopie und 
Interferenz-Kontrastmikroskopie nachgewiesen. Auch hier war kein Unterschied 
zwischen dem Wildtyp-Stamm Emmons 8656 und seinen Mangelmutanten zu 
erkennen.  
Zur Beurteilung der Abtötung von E. dermatitidis durch die neutrophilen 
Granulozyten wurde eine kulturelle Methode, der direkte Bakterizidie-Assay, 
angewendet. Die Abtötungsrate des pigmentierten Wildtyp-Stammes Emmons 8656 ist 
hier deutlich geringer als die der verschiedenen Mutanten. Unter den Mutanten gab es 
dagegen keinen signifikanten Unterschied in der Höhe der Abtötungsrate. 
Während bei der Bindung, der Phagozytose und dem Oxidativem Burst durch die 
neutrophilen Granulozyten kein Unterschied zwischen dem melaninhaltigen Wildtyp-
Stamm Emmons 8656 und seinen Melaninmangelmutanten besteht, schützt das 
Melanin den Wildtyp vor der Abtötung. Die verschiedenen Melanin-Vorläufer und die 
Carotenoide schützen die jeweiligen Hefezellen dagegen nicht vor der Abtötung durch 
die neutrophilen Granulozyten.  
4. Diskussion   42
4 Diskussion 
4.1 Melanin als Virulenzfaktor 
Melanin scheint eine wichtige Rolle bei der Pathogenität von Infektionen mit 
Exophiala dermatitidis und Cryptococcus neoformans zu spielen. Dixon et al. konnten 
1987 Melanin als Virulenzfaktor von E. dermatitidis bei der Infektion von Mäusen mit 
E. dermatitidis nachweisen, indem sie zeigten, dass melaninhaltige Stämme eine 
größere Virulenz bei Mäusen besitzen als die Melaninmangelmutanten. Auch bei C. 
neoformans konnte das Melanin als entscheidender Virulenzfaktor nachgewiesen 
werden (Kwon-Chung et al., 1982, Polak, 1990, Huffnagle et al., 1995, Wang et al. 
1996). Wang et al. zeigten 1995, dass die melaninhaltigen Zellen von C. neoformans 
resistenter gegen die antikörper-vermittelte Phagozytose sind, und Melanin die 
pathogenen Hefen gegen den Angriff verschiedener immunkompetenter Zellen 
schützen kann.  
Der Grund für die größere Pathogenität melaninhaltiger Stämme pathogener Hefen, 
wie E. dermatitidis und C. neoformans, ist wahrscheinlich eine Schutzfunktion des 
Melanins gegenüber Oxidantien der körpereigenen Abwehrzellen. Dabei neutralisiert 
das Melanin das Hypochlorid sowie auch die Permanganate der neutrophilen 
Granulozyten. Gegen H2O2 scheint das Melanin jedoch wirkungslos zu sein (Jacobson 
et al., 1995). 
In dieser Arbeit werden die Wechselwirkungen zwischen E. dermatitidis und 
menschlichen neutrophilen Granulozyten während der Phagozytose und des Oxdativen 
Bursts in der Durchflusszytometrie untersucht, und die Abhänigkeit dieser Vorgänge 
von den Pigmenten Melanin und den Carotenoiden beurteilt. Abschließend wurde mit 
Hilfe der Klassischen Phagozytose (direct bactericidal assays) die eigentliche 
Abtötung, und damit der Erfolg der Abwehrversuche der neutrophilen Granulozyten 
gegenüber den Hefezellen untersucht. 
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4.2 Phagozytose von Exophiala dermatitidis 
4.2.1 Wirkungsweise und Wechselwirkung des Farbstoffes BCECF-AM 
Um eine hohe Konzentration von Melanin bzw. Torulen und Torularhodin in den 
Zellwänden von E. dermatitidis zu erzielen, werden die Hefezellen auf eine 
Sabouraud-Chloramphenicol-Agarplatte geimpft und für fünf bis sieben Tage mit einer 
UV-Pflanzenlampe bestrahlt. Unter diesen Bedingungen bildet E. dermatitidis 
dickwandige Hefezellen, die eine ausreichende Menge Melanin in ihren Wänden 
aufnehmen kann. Zur weiteren Untersuchung im Durchflußzytometer werden die 
Hefen zuvor mit BCECF-AM (2’,7’-bis-(2-carboxyethyl)-5,6-carboxyfluorescein), 
einem fluoreszierenden pH-Indikator, angefärbt. Diese Untersuchungsmethode der 
Durchflusszytometrie wurde bereits mit Erfolg von verschiedenen Autoren zur 
Darstellung der Wechselwirkung zwischen verschiedenen Mikrorganismen und 
Phagosomen angewendet (Bruning et al., 1980, Bhakdi et al., 1989, Martin et al., 
1991, Martin et al., 1992, Denholm et al., 1995, Vowells et al., 1995, Davey et al., 
1996, Podbielski et al., 1996). Die Färbung mit BCECF-AM erfüllt eine Reihe 
wichtiger Voraussetzungen, die für den hier verwendeten Versuchsaufbau erforderlich 
sind. So resultiert nach der Färbung eine stabile grüne Fluoreszenz bei allen 
verwendeten Stämmen von E. dermatitidis. Nur bei dem Wildtyp Stamm Emmons 
8656 und der Mutante Mel-2 erscheint die Fluoreszenz etwas schwächer als bei den 
übrigen Stämmen. Diese Beobachtung ist wahrscheinlich auf einen Abschirm-Effekt 
des 1,8-DHN und des Melanins in den Zellwänden zurückzuführen, da diese 
möglicherweise sowohl die Erregung des BCECF durch den Argonlaser wie auch die 
Emission des fluoreszierten Lichtes hemmen. Ein direkter Einfluss des Melanins oder 
des 1,8-DHN auf die Fluoreszenz kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Die 
Fluoreszenz der gefärbten Hefezellen ist aber insgesamt bei allen Stämmen ausgeprägt 
genug, um die Beziehung zwischen Hefezellen und neutrophilen Granulozyten in der 
Durchflusszytometrie zu untersuchen. Weiterhin ist BCECF-AM ein intrazellulärer 
Farbstoff, d.h. die Oberfläche der gefärbten Zellen wird durch die Färbung nicht 
verändert. Es kommt somit zu keiner Beeinflussung der Wechselwirkung zwischen 
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den Hefezellen und den neutrophilen Granulozyten. Ebenfalls unbeeinflusst von der 
Färbung bleiben die Vitalität der Zellen, die Wachstumsrate und die Morphologie 
(Martin et al., 1991,1992, Schnitzler et al., 1995, Davey et al., 1996, Podbielski et al., 
1996). 
4.2.2 Beeinflussung der Phagozytose durch die Verwendung von 
heparinisiertem Vollblut 
1991 untersuchten Martin et al. die Eignung der Durchflusszytometrie zur 
Bestimmung der Phagozytose, des Oxidativen Bursts und des Killings von mit 
BCECF-AM gefärbten Candida albicans Hefezellen durch neutrophile Granulozyten. 
Sie verwendeten dazu, anders als in diesem Versuchsaufbau beschrieben, isolierte 
Leukozyten. Die Beurteilung des Killings erfolgte durch eine Lyse der Leukozyten mit 
DOC (Desoxycholat) und einer nachfolgenden Analyse der BCECF-vermittelten 
Fluoreszenz der befreiten Hefezellen. Eine Isolation der Leukozyten durch Dextran-
Sedimentation führt jedoch zu einer Aktivierung der neutrophilen Granulozyten und 
damit zu einer Beeinflussung der Wechselwirkungen zwischen den Mikroorganismen 
und den Abwehrzellen (Schnitzler et al., 1995, Podbielski et al., 1996). Um die 
Aktivierung der neutrophilen Granulozyten zu vermeiden, wird hier heparinisiertes 
Vollblut anstelle isolierter Leukozyten für die Untersuchung der Phagozytose und des 
Oxidativen Bursts in der Durchflusszytometrie verwendet. Das Killing wird in einer 
Klassischen Phagozytose (direct bactericidal assay) durch Zählung Koloniebildender 
Einheiten (KBE) vor und nach Inkubation der Hefezellen in heparinisiertem Vollblut 
bestimmt. Weiterhin wurden nur niedrige Heparinkonzentrationen von 10 I.E. pro ml 
verwendet, da hier die bei hohen Heparinkonzentrationen bekannte Hemmung der 
Phagozytose nicht auftritt. Eine Beeinflussung der Phagozytose durch die Zugabe von 
Heparin kann so weitgehend ausgeschlossen werden (Schnitzler et al., 1995, 
Podbielski et al., 1996). 
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4.2.3 Einfluss des Melanins auf die Phagozytose 
Innerhalb des Beobachtungszeitraumes von 60 Minuten werden beinahe alle der 
zugefügten Hefezellen phagozytiert. Dabei kann sowohl eine Abnahme der 
Fluoreszenz der freien Hefezellen wie auch eine Zunahme der Fluoreszenz der 
neutrophilen Granulozyten beobachtet werden. Ein signifikanter Unterschied zwischen 
dem Wildtyp-Stamm Emmons 8656 und seinen Melanin-Mangelmutanten konnte 
dabei nicht festgestellt werden. Die Pigmente Melanin und die Carotenoide haben 
demzufolge keinen Einfluss auf die Phagozytose von pathogenen Hefen wie E. 
dermatitidis durch neutrophile Granulozyten. Die erhöhte Virulenz der pigmentierten 
Keime kann also nicht durch eine Veränderung des Phagozytoseprozesses durch 
Melanin oder Carotenoide erklärt werden. 
Um die intrazelluläre Lage der Hefezellen in den neutrophilen Granulozyten 
nachzuweisen, werden repräsentative Proben des Blutes unter einem Interferenz-
Kontrast-Mikroskop betrachtet. Dabei zeigte sich eine enge Korrelation zwischen der 
Abnahme von freien Hefezellen und der Zunahme der grünen Fluoreszenz in den 
neutrophilen Granulozyten nach der Inkubation mit BCECF-AM-gefärbten Hefezellen 
verglichen mit der Anzahl eingeschlossener Zellen. Man kann damit von einer rasch 
erfolgenden Phagozytose der Hefezellen nach Bindung an die Granulozyten ausgehen, 
da bereits nach 30 min Inkubationszeit 60 – 98%, nach 60 min 100% der Hefen 
intrazellulär in den Granulozyten nachweisbar sind. Auch bei diesem Versuchsansatz 
ist kein signifikanter Unterschied zwischen der Phagozytose des Wildtyps und der 
Mutanten feststellbar, so dass die Unabhängigkeit der Phagozytose vom Melaningehalt 
der Hefezellen hier bestätigt werden kann. 
Wang et al. beschrieben 1995 eine Zunahme der Phagozytose von nicht-pigmentierten 
C. neoformans Stämmen durch Mäuse-Makrophagen der Zelllinie J774.16. Die 
verschiedenen Stämme von C. neoformans wurden hier jedoch nur in Anwesenheit des 
an die Kapsel bindenden monoklonalen Antikörpers mAb 2H1 phagozytiert. Wang et 
al. schlossen aus diesen Ergebnissen, dass Melanin den pathogenen Hefen einen 
Schutz gegen die antikörpervermittelte Phagozytose bietet. Um eine Beeinflussung der 
Phagozytose von spezifischen Antikörpern gegen E. dermatitidis zu verhindern, wurde 
in diesem Versuchsaufbau nur Blut von gesunden Spendern verwendet, bei denen 
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keine messbare Menge dieser spezifischen Antikörper nachweisbar waren (Haase et 
al., 1997). Die in der Durchflusszytometrie beobachtete Phagozytose ist also 
unabhängig von der Anwesenheit spezifischer Antikörper gegen E. dermatitidis. 
4.3 Oxidativer Burst 
4.3.1 Wirkungsweise des Farbstoffes DHR 
Zur Beurteilung des Oxidativen Bursts der neutrophilen Granulozyten während des 
Phagozytoseprozesses im Durchflusszytometer wird DHR als Farbstoff verwendet. 
DHR hatte sich als der geeignetste Farbstoff für diese Untersuchung erwiesen (Rothe 
et al., 1991, Vowells et al., 1995). DHR ist bei physiologischen pH-Werten frei in die 
Zelle permeabel, und reichert sich intrazellulär in den Mitochondrien an. Nach 
Inkubation der Hefezellen in heparinisiertem Vollblut, in welches zuvor DHR gegeben 
wurde, kommt es infolge der Oxidation des DHR zu Rhodamin 123 durch die beim 
Oxidativen Burst in den Mitochondrien freigesetzten reaktiven Sauerstoff-
Zwischenprodukte wie H2O2, OH- oder O2- zur Emission eines grünen 
Fluoreszenzlichtes. Die Induktion eines Oxidativen Bursts in den neutrophilen 
Granulozyten nach der Inkubation mit den Hefezellen beweist ebenfalls, dass die 
Hefezellen nicht nur an die neutrophilen Granulozyten gebunden werden, sondern dass 
sie von ihnen sogleich phagozytiert werden. Alle Granulozyten, die in die Phagozytose 
der Hefen eingebunden sind, emittieren eine grüne Fluoreszenz in Anwesenheit von 
DHR.  
4.3.2 Einfluss des Melanins auf den Oxidativen Burst 
Die Anwesenheit von Melanin während des Phagozytosevorgangs ließe vermuten, 
dass es zu einer verminderten Oxidation von DHR zu Rhodamin 123 kommt, da das 
Melanin ebenfalls eine Redoxfunktion besitzt. Es zeigen sich jedoch in der 
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Durchflusszytometrie keine Unterschiede zwischen dem melaninhaltigen Wildtyp 
Stamm und den verschiedenen Melaninmangelmutanten bezüglich der Emission einer 
grünen Fluoreszenz während des Oxidativen Bursts. DHR wird dabei sowohl durch 
H2O2 wie auch durch die negativ geladenen Radikale der Sauerstoff-
Zwischenproduktion oxidiert, während Melanin hauptsächlich mit den negativ 
geladenen Radikalen und nicht mit H2O2 reagiert (Jacobson et al., 1993, Jacobson et 
al., 1995). Das Superoxid-Anion (O2-), welches im respiratorischen Burst gebildet 
wird, und spontan mit Wasser zu H2O2 und O2 reagiert oder zu anderen reaktiven 
Sauerstoff-Zwischenprodukten wie OH- umgewandelt wird, kann das DHR zu 
Rhodamin 123 über den Weg des H2O2 oxidieren, auch wenn alle reaktiven 
Sauerstoff-Zwischenprodukte bereits durch Melanin neutralisiert worden sind. Es zeigt 
sich daher in der Durchflusszytometrie kein signifikanter Unterschied in der 
Ausprägung des Oxidativen Burst der verschiedenen Stämme von E. dermatitidis, 
welcher durch die Intensität der Emission der grünen Fluoreszenz dargestellt wird.  
4.3.3 Einfluss der Carotenoide 
Die Carotenoide sind dafür bekannt, dass sie sehr effektiv Chlorophyll gegen 
Sauerstoff-Radikale schützen können. Sie sind aber auch in der Lage ohne die 
Anwesenheit von Chlorophyll Sauerstoff-Radikale zu verbrauchen. Dieser Vorgang ist 
jedoch insgesamt weniger wirkungsvoll (Moore et al., 1982). Die Schutzfunktion der 
Carotenoide bei E. dermatitidis ist bisher mehr als eine Abschirmfunktion von 
empfindlichen Molekülen oder Organellen gegen UV-Licht beschrieben worden. Ein 
Schutz gegen schädliche Oxidantien schien dagegen eine eher untergeordnete Rolle zu 
spielen (Geis et al., 1984). Diese Vermutung über die gering ausgeprägte 
Schutzfunktion der Carotenoide gegen Phagozytose und Killing wird dadurch 
bestätigt, dass die carotenoidhaltige Melanin-Mangelmutante (Mel-4) keinen größeren 
Schutz gegen die Abwehrmechanismen der neutrophilen Granulozyten erfährt als die 
übrigen, nicht carotenoidhaltigen Melanin-Mangelmutanten (Abb. 3.6). 
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4.4 Abtötung von Exophiala dermatitidis 
Die Killing-Rate der verschiedenen Melanin-Mangelmutanten von E. dermatitidis 
durch neutrophile Granulozyten liegt deutlich höher als die des melaninhaltigen 
Wildtyp-Stamm Emmons 8656 (Abb. 3.6). Es besteht also eine Schutzfunktion des 
Melanins gegen die Abtötung durch die Abwehrmechanismen der neutrophilen 
Granulozyten, auch wenn Melanin keinen Schutz gegen die Phagozytose und den 
Oxidativen Burst bietet.  
4.4.1 Einfluss der Melanin-Vorläufer auf die Abtötung 
Der Schutz von E. dermatitidis gegen die reaktiven Sauerstoff-Zwischenprodukte 
erfordert die Anwesenheit eines vollständigen Melanin-Moleküls. Die verschiedenen 
Vorstufen des Melanins bieten keinen vergleichbaren Schutz vor der Abtötung durch 
die neutrophilen Granulozyten. So zeigt die Mutante Mel-1, welche die Pigmente und 
Melaninvorläufer Scytalon und Flaviolin in großen Mengen bildet, kein besseres 
Ergebnis bezüglich der Killing-Rate als die Albinomutante Mel-3. Bei der Mutante 
Mel-2 ist die Polymerisation des DHN zu Melanin gestört. DHN selber ist instabil und 
polymerisiert in flüssigen Medien zu einem dunklen, kristallinen Farbstoff (Wheeler et 
al., 1978). Dieser kristalline Farbstoff ist für die dunkle Pigmentierung der Mutante 
verantwortlich, er bietet aber ebenfalls keinen Schutz vor der Abtötung durch die 
neutrophilen Granulozyten (Abb.3.6). 
4.4.2 Unvollständige Abtötung 
Das vollständige Melanin-Molekül bietet jedoch auch dem Wildtyp-Stamm Emmons 
8656 keinen vollständigen Schutz vor der Abtötung durch die neutrophilen 
Granulozyten. Die Killing-Rate ist insgesamt aber signifikant niedriger als bei den 
Melanin-Mangelmutanten. In dieser Untersuchung wurden jedoch nicht die 
muriformen Zellen, d.h. die dickwandigen, stark-melanisierten Hefezellen, untersucht. 
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Bei der Chromoblastomykose, einer Infektion, die durch Exophiala dermatitidis 
verwandschaftlich nahestehenden Pilzen, wie Cladophialophora carrionii, Fonsecaea 
pedrosi, Phialophora verrucosa oder Rhinocladiella aquaspersa, hervorgerufen wird, 
werden typischerweise verkalkte Strukturen im infizierten Gewebe gefunden (Kwon-
Chung et al., 1992). Sie bestehen aus dickwandigen, stark melaninisierten Hefezellen. 
Man könnte nun überlegen, ob der Schutz vor Sauerstoffradikalen der neutrophilen 
Granulozyten durch solche verkalkten, stark melaninhaltigen Strukturen weiter 
zunimmt. Damit würde im Vergleich zu normalen Hefezellen eine chronische 
Pilzinfektion gefördert. 
Die Abtötung der verschiedenen Stämme von E. dermatitidis ist nicht vollständig. Die 
maximale Killing-Rate beträgt für die verschiedenen Melaninmangelmutanten 75,4% 
nach zwei Stunden und 85,2% nach vier Stunden Inkubationszeit in heparinisiertem 
Vollblut. Diese Ergebnisse stimmen weitgehend mit denen, die Martin und Bhakdi 
1991 für Candida albicans ermittelt haben, überein. Sie ermittelten eine maximale 
Killing-Rate von 75% nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden. Eine mögliche 
Erklärung für diese unvollständige Abtötung durch die neutrophilen Granulozyten 
könnte in ihrer Heterogenität der Vakuolen (Phagosomen) liegen (Cech et al., 1984). 
Dixon et al. zeigten eine bemerkenswerte Abnahme der Mortalität von Mäusen nach 
der Infektion mit der Albinomutante Mel-3 im Vergleich zu der Mortalität, welche 
durch den pigmentierten Wildtyp-Stamm verursacht wird. Bei chronischen Infektionen 
der Mäuse, die durch sehr hohe Konzentrationen der Albinomutante Mel-3 ausgelöst 
werden, entwickelten sich histopathologische Läsionen, die von denen, die durch eine 
niedrigere Konzentration des Wildtyp-Stammes ausgelöst wurden, nicht zu 
unterscheiden sind (Dixon et al., 1987, Dixon et al., 1989, Dixon et al., 1992). Die 
Heterogenität der Vakuolen der neutrophilen Granulozyten ist möglicherweise auch 
für diese unvollständige Abtötung der Albinomutante Mel-3 von E. dermatitidis, 
insbesondere nach Infektion mit hohen Dosen der Hefezellen, verantwortlich. Bei 
Patienten mit Cystischer Fibrose mit einer langanhaltenden, subklinischen Infektion 
der Lunge mit E. dermatitidis trägt dieser Mechanismus möglicherweise ebenfalls zu 
einer verminderten Elimination des Keimes bei. 
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5 Zusammenfassung 
Die schwarze Hefe Exophiala dermatitidis konnte seit ihrer Erstbeschreibung 1934 
durch Kano vielfach aus der Umwelt sowie bei Tieren und Menschen nachgewiesen 
werden. Sie kann beim Menschen sowohl zu oberflächlichen wie auch zu 
systemischen Infektionen führen, wobei insbesondere die systemischen Infektionen für 
den Menschen bedrohlich sein können. Besonders häufig konnten die pathogenen 
Hefen bei Patienten mit Cystischer Fibrose im Sputum nachgewiesen werden, aber 
auch andere Patienten mit geschwächtem Immunsystem sind besonders betroffen. Das 
von Exophiala dermatitidis gebildete Pigment Melanin scheint der entscheidende 
Virulenzfaktor zu sein. In mehreren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass der 
pigmentierte Wildtyp-Stamm Emmons 8656 virulenter als seine 
Melaninmangelmutanten ist. Dabei wird angenommen, dass das Melanin die während 
des Oxidativen Bursts von den neutrophilen Granulozyten produzierten reaktiven 
Sauerstoff-Zwischenprodukte neutralisiert.  
Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wird die Abhänigkeit der Phagozytose und des 
Oxidativen Bursts vom Wildtyp-Stamm Emmons 8656 sowie von verschiedenen 
Melanin-Mangelmutanten untersucht. Die Darstellung der Phagozytose erfolgt durch 
Anfärben der verschiedenen Stämme von Exophiala dermatitidis mit dem 
fluoreszierenden Farbstoff BCECF-AM. Anschließend werden die angefärbten 
Hefezellen in heparinisiertes Vollblut gegeben und nach 0 Minuten, 30 Minuten und 
60 Minuten im Durchflusszytometer untersucht. Der Oxidative Burst lässt sich durch 
Zugabe von ungefärbten Hefen in heparinisiertes Vollblut darstellen, in welches zuvor 
DHR hinzugefügt wurde. In Anwesenheit von reaktiven Sauerstoff-
Zwischenprodukten wird das DHR zu Rhodamin 123 oxidiert, welches im 
Durchflusszytometer als grüne Fluoreszenz nachweisbar ist. Um die tatsächliche 
Abtötungsrate der Hefen durch die neutrophilen Granulozyten zu bestimmen, wird 
eine klassische Phagozytose (direct bactericidal assay) durchgeführt, indem die Hefen 
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in heparinisiertem Vollblut inkubiert und nach 30 Minuten, 60 Minuten, 120 Minuten, 
180 Minuten und 240 Minuten auf Agarplatten ausgestrichen werden.  
Die Ergebnisse zeigen, dass es bei der Phagozytose sowie beim Oxidativen Burst 
keinen signifikanten Unterschied zwischen dem Typstamm Emmons 8656 und seinen 
Melaninmangelmutanten gibt. Das Melanin beeinflusst also weder die eigentliche 
Phagozytose noch den Oxidativen Burst der neutrophilen Granulozyten. Die 
Klassische Phagozytose zeigt jedoch, dass die Abtötungsrate der Melanin-
Mangelmutanten signifikant höher ist als die des Typstammes. Auch die Carotenoide 
bieten hier keinen Schutz vor der Abtötung. Das Melanin bietet also dem dunkel 
pigmentierten Typstamm von Exophiala dermitididis einen besseren Schutz vor der 
Abtötung durch die neutrophilen Granulozyten als seine verschiedenen 
Vorläufermoleküle und als die Carotenoide. Die Fähigkeit der melaninhaltigen 
Stämme von Exophiala dermatitidis, die Wirkung des Oxidativen Bursts der 
neutrophilen Granulozyten zu mindern, spielt damit wahrscheinlich eine wichtige 
Rolle in der Pathogenese von Infektionen mit diesem Keim. 
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7 Anhang 
Klassische Phagozytose 
Wildtypstamm Emmons 5686 
Zeit (min) durchschnittliche Anzahl Koloniebildende Einheiten Messwerte 
  (KBE) aus sechs Assays (direct bactericidal assay)  (KBE) 
0  40,2         34 – 47  
30  36,6         34 – 45  
60  32.5         25 – 34 
120  31         23 – 43  
180  27,3         22 – 33  
240  24.8         21 – 29  
Mel-1 
Zeit (min) durchschnittliche Anzahl Koloniebildende Einheiten Messwerte 
  (KBE) aus sechs Assays (direct bactericidal assay)  (KBE) 
0  40         34 – 54  
30  32,5         21 – 45  
60  30,67         22 – 42  
120  11,3         5 – 15  
180  10,67         5 – 14  
240  8,83         3 – 13  
Anhang  66 
Mel-2 
Zeit (min) durchschnittliche Anzahl Koloniebildende Einheiten Messwerte 
  (KBE) aus sechs Assays (direct bactericidal assay)  (KBE) 
0  42,67         38 – 46  
30  35,83         27 – 41  
60  22,17         18 – 29  
120  10,5         8 – 16  
180  7,5         4 – 12  
240  5,17         3- 10  
Mel-3 
Zeit (min) durchschnittliche Anzahl Koloniebildende Einheiten Messwerte 
  (KBE) aus sechs Assays (direct bactericidal assay)  (KBE) 
0  40,67         31 – 54  
30  36,0         30 – 41  
60  27,83         21- 32  
120  14,4         12 – 17  
180  6,83         1 – 12  
240  6,0         2 – 9  
Anhang  67 
Mel –4 
Zeit (min) durchschnittliche Anzahl Koloniebildende Einheiten Messwerte 
  (KBE) aus sechs Assays (direct bactericidal assay)  (KBE) 
0   42,83        35 – 47  
30   35        30 – 39  
60   22,3        17 – 28  
120   10,5        8 – 15  
180   9,33        5 – 16  
240   8,0        3 – 14  
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  Praxis Dr. med. P. Arens, Neuss 
 03/1997 Gynäkologie und Geburtshilfe 
  Ignaz-Semmelweis-Frauenklinik, Wien 
 08/1997 Kinderheilkunde/Neonatologie 
  Hospital for Sick Children, Toronto, Kanada 
 
 
Praktisches Jahr: 04/1998-03/1999 Kreiskrankenhaus Marienhöhe Würselen 
  Wahlfach: Anästhesie 
 
 
Berufliche Tätigkeit: 07/1999-03/2002 Innere Medizin am Maria-Hilf-Krankenhaus 
  in Krefeld, zunächst als Ärztin im Praktikum,  
  ab 01/2001 als Assistenzärztin 
 ab 03/2002 Mutterschutz/Elternzeit 
 seit 07/03 Chirurgie am Cäcilien-Hospital in Krefeld 
  Hüls als Assistenzärztin 
